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Resumen 
En el proceso de exploración y explotación de hidrocarburos en plataformas marinas, los 
lodos de perforación petrolera (LDP) son usados para mantener la estabilidad de los 
pozos generados. Estos LDP están compuestos por diversos materiales que incluyen 
arcilla, barita, emulsificantes, aditivos y algunos iones metálicos. Aunque se ha 
demostrado que los LDP pueden disminuir la viabilidad y alterar la estructura poblacional 
de algunas comunidades marinas, sus efectos a nivel celular aún no han sido 
estudiados. En retrospectiva, uno de los factores que ha limitado el estudio toxicológico 
de los LDP en organismos marinos, es la falta de un modelo animal adecuado. En este 
trabajo, el hidrozoario marino Hydractinia symbiolongicarpus fue utilizado como modelo 
experimental para evaluar el efecto agudo de los LDP sobre la fisiología celular bajo una 
aproximación de proteómica comparativa. Colonias de H. symbiolongicarpus fueron 
expuestas a LDP y sus proteínas totales extraídas a diferentes tiempos post-exposición 
para ser comparadas mediante electroforesis diferencial en dos dimensiones (2D-DIGE). 
Treinta proteínas sobre-expresadas en los distintos tiempos post-exposición en 
comparación con el control sin exposición fueron subsecuentemente identificadas por 
espectrometría de masas e incluyeron proteínas del citoesqueleto, reguladoras, de 
metabolismo y de homeóstasis redox. La sobre-expresión de proteínas de esta última 
categoría como la Gluatatión S-transferasa, Peroxirredocina VI, Tiorredoxina, y proteínas 
14-3-3 indica que la exposición aguda a LDP induce un estado de estrés oxidativo que 
activa mecanismos de respuesta dirigidos a restablecer la homeóstasis redox. 
Finalmente, algunos de los genes que codifican estas proteínas fueron analizados a 
través de PCR en tiempo real para evaluar su potencial uso como biomarcadores de 
toxicidad aguda por LDP. 
 
 
Palabras clave: cnidaria, Hydractinia, estrés oxidativo, lodos de perforación 
petrolera  
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Abstract 
In the process of oil and gas exploration and exploitation in marine platforms, the drilling 
fluids are used to maintain the stability of the wells. Those drilling fluids are composed by 
diverse materials, including clay, barite, emulsifier additives and metal ions. Although it 
has been shown that the drilling fluids can decrease the viability and alter the population 
structure of some marine communities, their effects at the cellular level have not been 
addressed yet. In retrospective, one of the factors that have limited the toxicological 
analysis of drilling fluids in marine organisms is the lack of a suitable animal model. In this 
work, the marine hydrozoan Hydractinia symbiolongicarpus was used to evaluate the 
acute effects of drilling fluid on the cellular physiology under a comparative proteomics 
approach. H. symbiolongicarpus colonies were exposed to drilling fluids and their total 
proteins extracted at different times post-exposure to be compared by two-dimensional 
differential gel electrophoresis (2D-DIGE). Thirty over-expressed proteins at the different 
times post-exposure in comparison to the untreated control were identified by mass 
spectrometry and included proteins from the cytoskeleton, regulatory proteins, proteins 
involved in metabolism and those participating in redox homeostasis. Overexpression of 
proteins from the latter category such as Glutathion S-transferase, Peroxyredoxin VI, 
Thioredoxin and 14-3-3 proteins, indicates that the acute exposition to drilling fluids 
induces an oxidative stress state which activates response mechanisms leading to the 
reestablishment of redox homeostasis. Finally, some of the genes encoding these 
proteins were analyzed with real time PCR to evaluate their potential as biomarkers for 
drilling fluid acute toxicity 
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 Introducción 
Colombia es considerado un país con grandes reservas de crudo y es clasificado como el 
número 28 en la marco mundial de producción de hidrocarburos (EIA, 2011). Anualmente 
se producen 931.000 barriles diarios (ANH, 2012a) y se espera que se incremente a un 
millón en el 2015 y a 1,3 millones para el 2020 (ECOPETROL, 2011). 
 
El creciente interés en la producción minera y energética del país, ha llevado a 
considerar la extracción de las reservas energéticas en los lechos marinos. Desde 
febrero de 2012, la Agencia Nacional de Hidrocarburos está llevando a cabo, a nivel 
internacional, la promoción de zonas con alta probabilidad de presencia de yacimientos 
petroleros (Ronda Exploratoria 2012), para contratar empresas que realicen el proceso 
exploratorio por perforación. Hasta el momento en Colombia, sólo existe una plataforma 
“offshore” de producción en el área denominada cuenca de la Guajira y según los 
informes de la Ronda Exploratoria 2012 se espera explorar 15 áreas marítimas en el 
Atlántico y Pacífico colombiano (ANH, 2012b). 
 
El proceso exploratorio conlleva al establecimiento de plataformas “offshore” móviles, que 
al final soportarán la maquinaría de excavación en la superficie marina. La perforación 
involucra el rompimiento y remoción de la roca de los lechos marinos, para generar un 
pozo que paulatinamente aumenta en profundidad. Para la conformación del pozo se 
necesita de un elemento básico de sostenibilidad, los lodos de perforación (LDP). Estos 
LDP cumplen varias funciones en la excavación, como lubricación del taladro de 
perforación, enfriamiento del complejo pozo-taladro, brindar la presión hidráulica 
necesaria para evitar su colapso, y limpiar los residuos de rocas generados (Caenn & 
Chillingar, 1996; NRC, 1994). 
 
Los LDP recirculan dentro del sistema, son siempre recapturados y retirados de los 
residuos rocosos para luego retornar a la maquinaria de perforación. Dadas las 
características particulares de la superficie terrestre marina, que difieren tanto horizontal 
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como verticalmente, asimismo la composición de los LDP varía de acuerdo a las 
propiedades del terreno (Caenn & Chillingar, 1996; NRC, 1994). Estos lodos se clasifican 
de acuerdo a su fase fluida de suspensión, que puede ser agua, hidrocarburos o 
sintética. Pero en general, todos los LDP tienen en común elementos que contribuyen a 
establecer sus propiedades fisicoquímicas, como arcillas, polímeros, barita (BaSO4), 
emulsificantes, e iones de metales (Caenn & Chillingar, 1996; NRC, 1994; US EPA, 
1999). 
 
La intervención en áreas marítimas genera un impacto ecológico relevante sobre las 
comunidades biológicas, no sólo por la presencia física de las plataformas fijas o móviles 
“offshore” (Groot, 1996), sino también por la posibilidad de escapes del LDP del sistema 
y la deposición de los residuos o cortes rocosos impregnados. Se han determinando 
valores de toxicidad clásica LC50 (Concentración letal 50) para todos los LDP de cada 
base fluida (US EPA, 2000), y se ha encontrado que la toxicidad asociada a los LDP 
puede llevar a impedir el desarrollo de equinodermos en concentraciones de 10-100 ppm, 
en particular aquellos que contienen surfactantes o detergentes (Crawford & Gates, 1981; 
Crawford, 1983). 
 
Aunque siempre se busca eliminar al máximo los LDP en los cortes de rocas, éstos 
pueden resultar impregnados durante su recaptura en el sistema de perforación. Así, al 
ser depositados en el mar dejan expuestos elementos nocivos para las comunidades 
biológicas (Neff, 2008). Justamente en las costas de Brasil, se detectó que el aumento en 
las concentraciones de bario, y las variaciones en la meiofauna y comunidades 
macrobentónicas estaban asociados a la deposición de estos residuos rocosos (Nett et 
al., 2010; Santos et al., 2009; Santos et al., 2010). 
 
Dada la diversidad en composición de los LDP, cualquier elemento podría ser la causa 
fundamental de su toxicidad, es por esto que los valores de toxicidad clásica no son 
uniformes. En general, se ha observado un bajo efecto agudo de toxicidad, pero eso no 
descarta la posibilidad de impactos a largo plazo (Holdway, 2002). Algunos datos de 
toxicidad se han reportado para componentes de los LDP en Artemia sp. (sea monkeys) 
y Phaeodactylum sp. (diatomeas), que al final varían en su letalidad sobre estos 
organismos (Terazaghi et al., 1998). Sin embargo, efectos de toxicidad aguda se han 
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reportado en camarones africanos que se relacionan con porcentajes de mortalidad del 
20-80% para LC50 entre 62,5-125 mg/kg (Ogeleka & Tudararo-Aherobo, 2011). 
  
Dada la relevancia ambiental de la deposición, se han buscado bioindicadores que 
revelen cómo la exploración podría estar afectando las comunidades biológicas cercanas 
a los sitios de perforación. Actualmente, los foraminíferos han funcionado como 
indicadores de afectación, dada su facilidad de captura y su alta sensibilidad a cambios 
de las condiciones medioambientales. Al final, las proporciones de fauna muerta en 
muestras cercanas a los sitios de deposición de residuos rocosos son los indicadores de 
impacto (Denoyelle et al., 2012; Mojtahid et al., 2006). 
 
En conclusión, los LDP son esenciales para el proceso de exploración y sus 
componentes principales pueden generar un impacto ambiental sobre los organismos 
cercanos a los puntos de perforación. Hasta el momento, solo se encuentran reportes de 
toxicidad clásica evaluada en ciertos organismos, que brindan información relevante 
sobre el estado de las comunidades ya afectadas por el contaminante. Asimismo, se ha 
evaluado el efecto tóxico después de la deposición de los residuos en los ecosistemas 
marinos, pero no se ha desarrollado una metodología que permita identificar, a nivel 
molecular, el impacto tóxico directo durante el proceso, lo que permitiría detectar de 
manera inmediata o temprana el daño generado. 
 
Para esto es necesario un modelo biológico marino cultivable, por lo cual se propuso al 
hidrozoario Hydractinia symbiolongicarpus. Este cnidario colonial dioico crece en las 
conchas de gasterópodos habitadas por cangrejo ermitaños de la familia Paguridae y se 
distribuye a lo largo de las costas del Atlántico Norte de Norteamérica. Los cnidarios son 
organismos basales de importancia biológica y evolutiva (Steele et al., 2011), que 
podrían brindar información sobre los elementos genéticos básicos que se estarían 
expresando o viendo afectados por la exposición a los LDP. 
 
Este estudio busca evaluar los cambios tempranos en la expresión de proteínas después 
de una exposición a LDP en H. symbiolongicarpus. La aproximación involucra: (1) la 
comparación entre proteomas de individuos expuestos y no expuestos a LDP mediante 
geles 2D-DIGE; (2) la identificación de proteínas diferencialmente expresadas como 
consecuencia de la exposición a LDP mediante MALDI-TOF MS/MS y (3) la identificación 
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de los genes que codifican las proteínas diferencialmente expresadas mediante 
búsquedas en el transcriptoma secuenciado de H. symbiolongicarpus y (4) la 
cuantificación relativa de la expresión de los transcritos identificados mediante PCR en 
tiempo real. 
 
La identificación temprana de los efectos de la toxicidad aguda a los LDP brindaría la 
posibilidad de monitorear continuamente las comunidades biológicas y emprender 
acciones prevención, mitigación y control. Al final, el alcance de esta metodología 
contribuiría a disminuir no sólo el impacto biológico del proceso extractivo, sino también 
el social. 
 
 1. Objetivos 
1.1 General 
Evaluar los cambios en la expresión temprana de proteínas producidos por la exposición 
a los lodos de perforación petrolera en Hydractinia symbiolongicarpus. 
1.2 Específicos 
 Identificar el conjunto de proteínas expresadas diferencialmente después de la 
exposición a lodos de perforación petrolera en H. symbiolongicarpus. 
 Determinar los genes que codifican las proteínas diferencialmente expresadas 
después de la exposición a lodos de perforación petrolera en de H. 
symbiolongicarpus 
 Validar y confirmar la expresión diferencial de máximo 3 genes a nivel de ARNm. 
 

 2. Marco teórico 
2.1 Proceso de exploración y explotación de petróleo 
La acumulación de gas y petróleo en la superficie terrestre debe haberse generado 
gracias a tres condiciones geológicas básicas adicionales a la alta temperatura y presión: 
la existencia de rocas sedimentarias porosas, que hayan acumulado material orgánico en 
el pasado; una capa rocosa superior, también sedimentaria, que permita su contención y 
movilización; y finalmente, una trampa formada (yacimiento) por esta capa, que 
concentra el gas o petróleo (Figura 2-1A). La roca sedimentaria de la cual derivan estos 
recursos es denominada esquisto negro y está presente en las placas continentales 
asociados a cualquier tipo roca (Hyne, 2001; SHELL, 1959). 
 
Las rocas sedimentarias que contienen los reservorios de hidrocarburos se sitúan en el 
estrato sedimentario del continente y la plataforma continental (Figura 2-1B). Así, el 
proceso de extracción puede desarrollarse hasta aproximadamente 200 metros de 
profundidad, donde comienza el talud continental (Figura 2-1C) (Hyne, 2001). 
 
Figura 2-1: Desarrollo, acumulación y extracción de petróleo o gas. Adaptado de Hyne, 2001. A. 
Yacimientos petroleros relacionados con temperatura, presión y rocas sedimentarias. B. Los yacimientos 
están presentes en el estrato sedimentario de tanto la plataforma continental como la marina. C. La 
extracción de hidrocarburos puede darse hasta 200 metros de profundidad. 
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Diversos métodos se han diseñado para determinar la presencia de estos reservorios de 
hidrocarburos. La exploración geofísica es una de las primeras en aplicarse cuando hay 
sospecha de yacimientos. En esta metodología, el terreno marino o terrestre es cargado 
con explosivos para registrar las posteriores ondas sísmicas generadas por el subsuelo, 
y así, determinar su composición y estructura. Otras alternativas son las gravimétricas y 
electromagnéticas, donde se registran los cambios en la fuerza de gravedad y 
electromagnetismo del terreno (Hyne, 2001; SHELL, 1959). 
 
En conjunto, estas evaluaciones del terreno permiten predecir con cierta probabilidad la 
existencia de un reservorio, sin embargo, ninguna asegura al cien por ciento la presencia 
del mismo. La única manera de comprobar la existencia de un reservorio es mediante la 
perforación de la corteza, esto es, generar pozos de pequeño diámetro de más de 600 
metros de profundidad para obtener información de la composición geológica del 
subsuelo y así, definir la presencia o no de hidrocarburos (Hyne, 2001; SHELL, 1959). 
 
El sistema de perforación cuenta con una broca que se abre paso por el terreno y un 
sistema de circulación de fluidos de perforación. Los lodos de perforación petrolera son 
inyectados durante el proceso con el fin principal de retirar el material rocoso destruido. 
Adicionalmente, cumplen otras funciones como: brindar la presión hidráulica necesaria 
para evitar el colapso del pozo, evitar el paso de gas, petróleo o agua al sistema 
(explosión por presión), así como prevenir la pérdida del lodo hacia otras rocas, gracias a 
su alta densidad, y enfriar y lubricar la broca durante el proceso de perforación (Hyne, 
2001; NRC, 1994; SHELL, 1959) 
 
Los fluidos de perforación son lodos que están compuestos de suspensiones coloidales 
de arena en una fase fluida que puede ser agua, emulsión aceite-agua o sintética (Figura 
2-2). La fase acuosa puede ser dulce o marina, mientras que la fase fluida de los lodos 
de base oleosa derivan de hidrocarburos (e.g. diesel), que se utilizan por su mayor 
estabilidad a altas temperaturas y presiones. En cuanto a la fase sintética, ésta puede 
venir de varias fuentes, como ésteres de aceites vegetales (e.g. aceite de palma), 
polialfaolefinas y éteres de hidrocarburos, y detergentes (Caenn & Chillingar, 1996; 
Growcock & Harvey, 2005). 
 
Marco Teórico 9 
 
 
 
Figura 2-2: Composición de los lodos de perforación petrolera. Adaptado de Growcock & Harvey, 
2005. A. Contenido de lodos de base agua. B. Contenido de lodos de base sintética y aceite. FLC (aditivos 
floculativos), LP (parafinas) 
Todas las mezclas de lodos contienen polímeros que favorecen las características de 
viscosidad y floculación, entre los que se pueden contar compuestos de origen natural 
(e.g. almidón, goma xantina o guar), modificado (e.g. derivados de la celulosa) o sintético 
(e.g. derivados del petróleo y de la poliacrilamida) (Caenn & Chillingar, 1996). 
 
Los sólidos que conforman todos los tipos de lodos son partículas que se clasifican en 
coloidales (<2 μm), limos (2-74 μm), arenas (74-2000 μm) y gravas (>2000 μm). Entre 
ellos se pueden encontrar arcillas como la bentonita (alto contenido en sales de hierro) y 
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otras ricas en carbonato de calcio; silicatos como la atapulgita y la esmectita (magnesio, 
aluminio, silicio); y, minerales como la barita (sulfato de bario). Entre otros componentes, 
se encuentran también aquellos que controlan el pH con lo cual se presentan hidróxidos 
de calcio (Ca(OH)2), sodio (NaOH) y óxido de magnesio (MgO). Finalmente, entre los 
iones inorgánicos más comunes asociados a estos lodos se encuentran el bario, berilio, 
cadmio, cromo, cobre, bromo, mercurio, talio y otros metales pesados (Growcock & 
Harvey, 2005; Reis, 1996a). Los lodos de base acuosa también pueden contener 
sustancias bactericidas en los casos en que polímeros naturales son agregados, como 
paraformaldehido, fenoles clorados, isotiazolina y glutaraldehido (Reis, 1996a). 
 
En conjunto, estos aditivos le brindan a los lodos de perforación petrolera propiedades 
características de reología y floculación, que pueden ser moduladas al cambiar su 
composición. Es decir, se puede regular la viscosidad, elasticidad, esfuerzo del fluido y 
capacidad de decantación, dependiendo tanto del terreno como de la profundidad de la 
perforación (Caenn & Chillingar, 1996; Growcock & Harvey, 2005; Reis, 1996a).  
 
Los lodos de perforación petrolera contribuyen así al correcto desarrollo del proceso 
exploratorio y permiten el análisis consecutivo del material obtenido, para evaluar el 
subsuelo y concluir sobre la existencia o no de yacimientos de hidrocarburos (Gettleson, 
1980). 
2.2 Toxicidad asociada a los lodos de perforación 
petrolera 
La perforación de los pozos de exploración conlleva a la generación de grandes 
cantidades de material rocoso destruido y lodos de perforación. Los lodos son siempre 
recapturados en el sistema de circulación para ser reutilizados en el proceso y los 
productos de desecho son acumulados y descartados en el fondo marino (Reis, 1996b). 
Sin embargo, es posible que trazas de los componentes mencionados queden asociados 
a los cortes liberados, por lo cual diversos estudios de impacto ambiental tanto de los 
lodos en su conjunto, como de sus componentes individuales han sido llevados a cabo. 
 
Frente a los lodos, los estudios han demostrado que éstos no tienen un efecto relevante 
sobre algunos organismos marinos o dulceacuícolas. En la Tabla 2-1 se muestran 
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algunas especies a las que se les ha determinado la concentración letal media que causa 
la muerte del 50% de organismos probados (LC50-96 horas), y la concentración efectiva 
media capaz de producir el 50% en la reducción de células (EC50-96 horas). 
 
Tabla 2-1: Toxicidad de fluidos de perforación y componentes particulares.  
 
MA-Marino, DA-dulceacuícola 
Para el caso colombiano, el único registro de la toxicidad de los lodos a ser empleados 
en las plataformas de exploración marina, se ha restringido a calcular el LC50-96 horas y 
EC50-48 para el camarón blanco L. vannamei, la almeja Argopecten nucleus y la artemia 
o “sea monkey” Artemia salina (Tabla 2-2) (UTADEO & ICP, 2011).  
 
Tabla 2-2: Concentraciones letales LC50 y EC50 de lodos de base agua y sintética.  
 
FSP (fase particulada o soluble en agua de los lodos) 
 
Especie Ambiente LC50 96hr (ppm) Tóxico Referencia 
Couesius plumbeus (pez) DA 120000 Fluidos 
(Monaghan 
et al., 1980) 
Oncorhynchus mykiss (trucha arcoíris) MA-DA 8430-112000 Fluidos 
Pungitius pungitius (pez espinoso) MA-DA 103000 Fluidos 
Coregonus clupeaformis (corégono) MA-DA 25000-50000 Fluidos 
Poecilia latipinna (molly) DA 100000 Fluidos 
Litopenaeus vannamei (camarón 
blanco) 
MA 465 
2100 
Cromo 
Hierro 
Skeletonema costatum (diatomea) MA 100-1000 (EC50) Fluidos 
(Gettleson, 
1980) 
Menidia menidia (sardina) MA 100000 Fluidos 
Oncorhynchus kisutch (salmón 
plateado) 
MA-DA 15000-190000 Fluidos 
Oncorhynchus gorbuscha (salmón 
rosado) 
MA-DA 3000-29000 Fluidos 
Nereis sp. (poliqueto) MA 23000-560000 Fluidos 
Mya sp. (almeja) MA 10000-60000 Fluidos 
Hemigrapsus nudus (cangrejo) MA 53000-560000 Fluidos 
Orchestia sp. (pulga de agua) MA 14000-560000 Fluidos 
Pandalus hypsinotus (camarón) MA 32000-150000 Fluidos 
	
Tipo de lodo Organismo LC50 (ppm de FSP) Referencia 
Base agua 
Litopenaeus vannamei 3,253-26,635 
(UTADEO & 
ICP, 2011) 
Argopecten nucleus 9,978-50,446 
Artemia salina 2,996-12,623 (EC50) 
Base sintético 
Litopenaeus vannamei 19,928->600,000 
Argopecten nucleus 113,578-231,631 
Artemia salina 1,591-8,212 (EC50) 
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La mayoría de los resultados arrojan un efecto bajo de los lodos de perforación petrolera 
en la mortalidad de los organismos evaluados, y se asegura inclusive que el efecto 
podría ser aún menor al considerar las corrientes marinas, la movilidad de los 
organismos, la dilución y dispersión de los compuestos, así como el corto tiempo de 
exposición (Gettleson, 1980; Melton et al., 2000; Monaghan, McAuliffe, & Weiss, 1980). 
Sin embargo, se han reportado estudios que demuestran posibles efectos fisiológicos 
graves sobre los organismos luego de la exposición a los lodos. 
 
Raimondi et al. (1997) evaluó el efecto fisiológico de los lodos de base acuosa de 
plataformas petroleras de Hidalgo, al sur de California (USA), sobre la fertilización y las 
larvas de abulones rojo (Haliotis rufescens), así como la viabilidad de la anémona “taza 
café” (Paracyathus stearnsii). En cuanto a la fertilización y estadios larvarios del abulón 
no hay ningún efecto significativo, sin embargo, los lodos afectan el proceso de 
establecimiento de la larva para su posterior desarrollo y metamorfosis. Por otra parte, 
detectaron un aumento en la inviabilidad y muerte progresiva de tejido en la anémona a 
concentración de 0.02mg/l de lodo luego de 8 días de exposición y una muerte de los 
individuos luego de 6 días de exposición a 200mg/l del lodo. 
 
Otros efectos sobre el desarrollo embrionario de organismos expuestos a lodos han sido 
estudiados. Es el caso del pez teleósteo Fundulus heteroclitus, donde embriones 
fecundados cultivados en presencia de LDP, presentaron retrasos en el desarrollo, 
movimientos cardíacos y corporales letárgicos en concentraciones superiores a 1 ppt en 
comparación con los controles. Por otro lado, luego de someter los gametos del “dólar de 
arena” Echinarachnius parma a los mismos lodos, hubo una disminución en el porcentaje 
de fecundación y retrasos en el desarrollo de los embriones en concentraciones 
superiores a 1 ppt (Crawford & Gates, 1981; Crawford, 1983). 
 
El efecto de los lodos de perforación petrolera también ha sido estudiado en corales de 
arrecife con respecto a parámetros como crecimiento y supervivencia. Dodge (1982) 
expuso continuamente individuos de Montastraea annularis a lodos de base acuosa en la 
región de Jay, Florida. Encontró una reducción en la tasa de crecimiento de los 
organismos que se mantuvieron 42-46 días a una concentración de 100 ppm de lodo e 
inclusive 2 de 20 individuos murieron. Por su parte, Hudson & Robbin (1980) 
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demostraron el efecto a corto y largo plazo de los lodos luego de ser aplicados sobre 
fracciones del cnidario en el Golfo de México. Según los investigadores, la tasa de 
crecimiento disminuyó por la exposición, pero se recuperó parcialmente luego de 6 
meses post-exposición. Sin embargo, sólo después de varios años la tasa de crecimiento 
se acercó a la de los organismos control. 
 
Similar a lo anterior, Thompson et al. (1980) evaluó la morfología y viabilidad de siete 
especies de corales formadores de arrecife, frente a tres concentraciones de lodos de 
base acuosa (baja 104:1, intermedia 3.160:1, alta 103:1). Se encontró que los corales 
Porites astreoides, P. diuaricata, P. furcata, M. annularis, Acropora cervicornis y 
Dichocoenia stokesii sufrieron retracción de sus pólipos en la mayoría de las 
disoluciones, siendo drástica en la concentración más alta. Adicional a la retracción, en 
todos los casos hubo producción de moco como respuesta a la presencia de los lodos y 
sólo se reportó muerte de los organismos M. annularis y Agaricia agaricites en la 
concentración alta. 
 
Así, a pesar de que se han determinado las concentraciones letales de los lodos y sus 
componentes para diversos organismos, y que se asegura que su toxicidad es baja o 
casi nula, hay evidencia que sugiere que los lodos de perforación tienen un efecto 
negativo importante sobre la fisiología y desarrollo de algunas comunidades marinas.  
2.3 Modelo marino cnidario Hydractinia 
symbiolongicarpus 
Factores de estrés ambiental afectan negativamente las funciones fisiológicas e 
inmunológicas de los invertebrados marinos. Asimismo, contaminantes químicos que 
componen los lodos de perforación, podrían estar modificando la inmunocompetencia de 
los organismos y su supervivencia. Los componentes como los metales pesados e 
hidrocarburos aromáticos, se han visto relacionados con modificaciones en la respuesta 
inmune celular de bivalvos (Mytilus edulis), ostras (Crassostrea virginica), gambas 
(Macrobrachium rosenbergii), langostas (Neprops norvegicus) y estrellas de mar 
(Asterias rubens) (Mydlarz et al., 2006). En el caso de cnidarios, los efectos de estos 
componentes afectan principalmente su desarrollo y crecimiento, lo cual compromete su 
supervivencia (Dodge, 1982; Hudson & Robbin, 1980; Thompson Jr. et al., 1980). 
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En el caso de corales, diversos efectos se han reportado como respuesta a la presencia 
de estos contaminantes. La presencia de cobre y cambios en la temperatura, afectan el 
metabolismo basal respiratorio y disminuye la producción primaria en la especie Porites 
cylindrica (Mydlarz et al., 2006; Nyström et al., 2001). Por otra parte, en Acropora grandis 
los cambios de temperatura modifican la expresión de proteínas de choque térmico como 
las Hsp70 y las hemoxigenasas (Fang et al., 1997; Mydlarz et al., 2006). En general, los 
contaminantes afectan procesos basales y proteínas conservadas en todos lo 
metazoarios, sustentando la idea que los cnidarios son organismos basales que 
comparten elementos génicos básicos con otros phyla (Ball et al., 2004). 
 
Entre los modelos cnidarios disponibles se encuentra el hidrozoario marino Hydractinia 
symbiolongicarpus (Cnidaria: Hydrozoa), un organismo colonial dioico, que se encuentra 
en las conchas de gasterópodos de las especies Littorina spp. y Buccinum spp., 
habitados por cangrejos ermitaños, y su distribución geográfica se restringe a la costa 
este del subcontinente norteamericano (U. Frank, Leitz, & Muller, 2001). 
 
En las colonias de H. symbiolongicarpus se pueden reconocer varios tipos de pólipos: los 
gastrozoides o pólipos alimenticios, los gonozoides o pólipos sexuales y los zooides, 
dactilozoides y tentaculozoides, todos ellos pólipos de defensa. Todos los pólipos se 
conectan entre sí gracias a canales gastrovasculares denominados estolones, que luego 
de crecer en gran medida conforman una estructura superior denominada mata estolonal 
(Frank et al., 2001; Place, 1917; Walther et al., 1996; Cartwright, 2003). 
 
Las colonias de H. symbiolongicarpus comienzan su ciclo de vida (Figura 2-3) con un 
estímulo lumínico que promueve la meiosis de los oocitos en los gonozoides y la 
liberación de gametos. Luego de la fecundación externa, le toma al embrión entre 2-3 
días desarrollarse a larva plánula (no alimenticia). Esta larva plánula, sin boca, se sitúa 
sobre cualquier superficie y se adhiere gracias a la secreción de adhesivos quitinosos, 
para luego sufrir la metamorfosis a pólipo primario que le tomará 24 horas. El pólipo 
primario es un gastrozoide que extiende sus estolones, de donde se derivaran más 
pólipos gastrozoides y gonozoides generados asexualmente. Finalmente, el desarrollo 
colonial toma un tiempo de 2-3 meses (Frank et al., 2001; Place, 1917; Walther et al., 
1996; Cartwright, 2003). 
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Figura 2-3: Estructura de las colonias de Hydractinia symbiolongicarpus. I. Colonias conformadas por 
pólipos (P), mata estolonal (SM) y estolones libres (FS). Adaptado de Cadavid, 2004. II. Ciclo de vida. A-
fecundación externa posterior a la liberación por la luz; B-desarrollo embrionario; C-larva plánula no 
alimenticia (2-3 días); D-Adhesión del pólipo primario y crecimiento de los estolones libres (24 horas); E-
Generación de pólipos; F-Desarrollo de la mata estolonal (m) y de los gonozoides (gn) luego de 2-3 meses, 
Adaptado de Cartwright, 2003 
A pesar de la sensibilidad a las condiciones ambientales, es un organismo fácilmente 
cultivable. Adicionalmente, el grupo de Inmunología Evolutiva e Inmunogenética de la 
Universidad Nacional de Colombia cuenta con un cultivo en Bogotá, y el mismo grupo 
tiene el transcriptoma completo ensamblado del organismo y se está terminando de 
ensamblar el genoma, lo cual facilita cualquier tipo de análisis genético y molecular. 
 
Hasta el momento se han implementado alternativas clásicas para el monitoreo de los 
efectos a la exposición a LDP, pero éstos evalúan el impacto último en las comunidades 
biológicas. Así, se hace necesario la identificación de posibles biomarcadores, capaces 
de diagnosticar en tiempo real los efectos de la exposición, con el objetivo último de 
definir planes inmediatos de prevención y mejoramiento, para reducir al máximo el 
impacto ambiental de los procesos exploratorios. No existen estudios que evalúen el 
impacto molecular temprano que pueda generar esta exposición por lo cual se hace 
necesario el análisis de los cambios en los perfiles de expresión de proteínas tomando 
como modelo a Hydractinia. Para este análisis se utilizó proteína total de colonias 
expuestas a LDP y la expresión diferencial de proteínas se determinó a través de geles 
2D-DIGE para su posterior identificación de secuencia mediante espectrometría de 
masas. 
 
I.  II.  

 3. Métodos 
3.1 Cultivo de H. symbiolongicarpus 
Los individuos silvestres provienen de conchas de cangrejos ermitaños recolectados en 
Woods Hole (Massachusetts, USA) en el 2009. Fragmentos de colonias fueron retirados 
de las conchas con escalpelo, para luego ser colocados sobre láminas de vidrio 
portaobjetos sostenidos con cauchos. A cada lámina generada se le otorgó la etiqueta 
HWB (Hydractinia-Woods Hole-Bogotá) más el número de individuo y el número de 
réplicas o clones por individuo.  
 
Se seleccionó el individuo silvestre HWB-29 del cual se realizaron réplicas que cubrieron 
las láminas portaobjetos durante seis meses de crecimiento continuo (Figura 3-1). Las 
colonias se mantuvieron en portaláminas de plástico en acuarios con un volumen 
aproximado de 30 litros de agua marina artificial (AMA, Instant Ocean) con salinidad 
relativa de 1,022, temperatura promedio de 20°C, aireación permanente y alimentación 
tres veces por semana con larvas nauplio de Artemia salina durante 20 minutos. 
 
Figura 3-1: Montaje para las réplicas por individuo. I. Los fragmentos de colonias (C) son ubicados sobre 
la lámina portaobjeto (A) y se sostienen con cauchos (B). II: Los fragmentos se pegan luego de 3 días y los 
cauchos son retirados de las láminas. III. Continua el crecimiento del individuo sobre la lámina 
3.2 Exposición a lodos de perforación petrolera 
Como lo determina la agencia norteamericana de protección del medio ambiente de 
Estados Unidos (EPA), los lodos de perforación petrolera deben ser disueltos en una 
proporción 1:9 lodo:agua para obtener la fase fasciculada (Figura 3-2), y así exponer a 
los organismos sólo a aquellos componentes solubles en agua. Siguiendo el protocolo 
determinado por Instituto Colombiano del Petróleo & la Universidad Jorge Tadeo Lozano 
I. II. III.  
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(UTADEO & ICP, 2011), se utilizó el lodo base agua (LBA) y se siguió el protocolo 
descrito para obtener la fase suspendida particulada (FSP). 
 
Figura 3-2: Procedimiento general para la obtención de la fase suspendida particulada (FSP). 
Adaptado de UTADEO & ICP, 2011 
La exposición de individuos se realizó con una mezcla 1:1 FPS:AMA durante una hora y 
media, luego las colonias se transfirieron a un tanque de AMA estéril durante un minuto 
para retirar el exceso de mezcla y se dispusieron en un tanque de AMA estéril post-
exposición. Se tomaron muestras para extracción de proteínas y ARN en horas 
consecutivas post-exposición (hpe) así: inmediatamente o 0, 3, 6, 12, 24 y 48 hpe. Se 
dispuso de réplicas del individuo en un tanque control (bajo condiciones de cultivo) y se 
tomaron muestras luego 48 horas sin exposición (Figura 3-3).  
 
Figura 3-3: Metodología de exposición a FSP:AMA para un individuo de H. symbiolongicarpus 
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3.3 Extracción de proteínas y ARN 
El tejido de cada una de las réplicas seleccionadas por tiempo, fue retirado con bisturí de 
la lámina portaobjetos para luego obtener el peso total del tejido.  
3.3.1 Extracción de proteínas 
El tejido extraído fue tratado en solución de lisis compuesta por: 30mM tris, 7M urea, 2M 
tiourea, 4% CHAPS, 1X inhibidores de proteasas cocktail (cOmplete ULTRA Tablets, Mini 
EDTA-free, ROCHE). Se realizó el rompimiento celular con nitrógeno líquido y se maceró 
el tejido en homogenizador. El homogenizado fue centrifugado por 30min a 6000g y 4˚C, 
el sobrenadante fue colectado para ser tratado con un volumen igual de fenol frío y 
llevado durante 10min a 70˚C. Posteriormente, las muestras fueron llevadas a 4˚C por 
5min y centrifugadas por 30min a 6000g. La fase orgánica fue usada para precipitación 
con solución 1:3 acetona:metanol a -80˚C por 24h. La proteína total fue recuperada por 
centrifugación de 1h a 13000g tras dos lavados con la misma solución acetana:metanol. 
3.3.2 Extracción de ARN 
En una segunda exposición independiente, se obtuvo el tejido y se procedió a realizar la 
extracción de ARN mediante el reactivo de TRIzol® LS - Invitrogen según las 
recomendaciones del fabricante, sobre hielo y se guardaron las muestras a -80°C. 
Posterior a la extracción de ARN se realizó tratamiento con DNAsas y tomando iguales 
cantidades se realizó síntesis de primera cadena de ADNc con el sistema Transcriptor 
First Strand cDNA Synthesis Kit v.6 de la casa comercial Roche. 
3.4 Electroforesis bidimensional diferencial 2D DIGE – 
Espectrometría de masas 
3.4.1 2D DIGE 
Los precipitados de proteína total fueron corridos en geles 2D-DIGE (3-10 pH rango, 12% 
v/v acrilamida) en la empresa Applied Biomics (Hayward, CA, USA). Treinta μg de 
proteína de cada muestra tratada y el control fueron marcadas con cyanine Cy5 y Cy3 
(GE Healthcare), respectivamente. Así mismo, la mezcla entre todos los tiempos post-
exposición y el control (muestra estándar normalizadora) fue marcada con Cy2. Las tres 
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muestras marcadas fueron combinadas y solubilizadas en solución de 8 M urea, 4% 
CHAPS, 20 mg/ml DTT, 2% farmalitos y azúl de bromofenol. Tiras de gradiente de pH 
IPG (pH 3-10, rango 18cm) fueron rehidratadas durante una noche con solución de 
rehidratación de 7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 20 mg/ml DTT, 1% farmalitos y azúl 
de bromofenol. Las tiras IPG fueron equilibradas en solución de 50 mM Tris-HCl pH 8.8, 
6 M urea, 10mg/ml DTT, 2% SDS, 30% glicerol y azúl de bromofenol, luego en solución 
con la composición anterior y 45mg/ml de yodoacetamida, que luego fueron ubicadas en 
geles SDS del 12%. Las imágenes de los geles se obtuvieron Typoon TRIO (GE 
Healthcare) mediante la exitación/emisión de Cy2-, Cy3, y Cy5- a 488/520, 523/580 y 
633/670 nm, respectivamente. Los análisis se realizaron con los programas 
ImageQuantTL (GE-Healthcare) y DeCyder v. 6.5 (GE-Healthcare), que incluyeron la 
normalización de cada punto en el gel, la determinación de su tamaño, abundacia y 
estudios estadísticos. La expresión diferencial de cada punto fue establecida mediante la 
normalización frente al control interno o estándar y el reconcimiento del mismo punto en 
todos los geles. Se realizaron un total de 9 geles 2D-DIGE según la distribución 
establecida en la Tabla 3-1. 
Tabla 3-1: Arreglo de geles 2D-DIGE. (ST, estándar. C, control. Hpe, horas post exposición) 
 
3.4.2 Espectrometría de masas 
Los puntos diferencialmente expresados fueron analizados de acuerdo a su significancia 
estadísticas y se tomaron sólo aquellos sobreexpresados, de los cuales se analizaron 30 
por espectrometría de masas MALDI-TOF MS/MS, proceso desarrollado en Applied 
Biomics (Hayward, CA, USA). Los puntos de interés fueron picados directamente del gel, 
Geles	 Cy2	(Azul)	 Cy3	(Verde)	 Cy5	(Rojo)	
1	 ST	 C	 0	hpe	
2	 ST	 C	 3	hpe	
3	 ST	 C	 6	hpe	
4	 ST	 C	 12	hpe	
5	 ST	 C	 24	hpe	
6	 ST	 C	 48	hpe	
7	 ST	 0	hpe	 3	hpe	
8	 ST	 6	hpe	 12	hpe	
9	 ST	 24	hpe	 48	hpe	
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digeridos con tripsina porcina (Trypsin Gold, Promega) y desalados. Los péptidos por 
punto en el gel se eluyeron en una solución de ácido -cyano-4-hidroxycinámico, 5 
mg/ml en 50% acetonitrilo, 0.1% ácido trifluoroacético, 25 mM bicarbonato de amonio, 
para luego ser ubicados en una placa MALDI. El proceso MALDI-TOF/TOF MS/MS se 
llevó acabo el espectrómetro 5800 (AB Sciex), obteniendo un espectro de masas MS por 
punto y máximo diez MS/MS de los péptidos más abundantes por punto de proteína 
fragmentado. 
3.5 Identificación de secuencias de proteínas 
Treinta espectros MS/MS de puntos de proteínas sobreexpresadas fueron analizados 
mediante la versión de evaluación Mascot Distiller v. 2.4.3.3 (Matriz Science, 
http://www.matrixscience.com/distiller.html). Los espectros MS/MS fueron analizados 
mediante tres estrategias: sólo base de datos, sólo de novo y de novo:base de datos. 
Todas las búsquedas contaron con los siguientes parámetros: modificaciones fijas como 
carboamidación de cisteínas y variables como oxidación de metiotina y fosforilación de 
residuos de tirosina, treonina y serina. 
 
Independientemente, a través del servicio ofrecido por Applied Biomics (Hayward, CA, 
USA), se realizó la búsqueda de proteínas mediante el programa licenciado MASCOT 
http://www.matrixscience.com, tomando la base de datos no redudante disponible en el 
“National Center of Biotechnology Information” – NCBI. 
 
La identificación de novo fue realizada con el software libre DeNovoGUI 
http://denovogui.googlecode.com (Muth et al., 2014), una plataforma en java que fusiona 
dos algoritmos de predicción de secuencias: PepNovo+ (A. Frank & Pevzner, 2005) y 
DirecTag (Tabb et al., 2008). Los péptidos predichos fueron utilizados en búsquedas 
mediante BlastP-short - algoritmo modificado para secuencias cortas - (Altschul et al., 
1997; Stephen et al., 2005) frente a la base de datos de proteínas predichas del individuo 
HWB-29 generada a partir del estudio de RNAseq “Evaluación transcriptómica de 
biomarcardores de exposición a lodos de perforación petrolera en Hydractinia 
symbiolongicarpus”. 
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La estrategia de novo:base de datos tomó en cuenta la predicción a través del software 
licenciado Peaks v.9 http://www.bioinfor.com/ (Zhang et al., 2012) en su versión de 
evaluación, tomando la base de datos de proteínas predichas del individuo HWB-29, 
anteriormente mencionada. 
 
Las secuencias de proteínas predichas, como parte de la base de datos disponible de 
Hydractinia, fueron analizadas frente a las siguientes bases de datos: proteínas no 
redundante del NCBI mediante BLASTP en línea (Altschul et al., 1997; Stephen et al., 
2005), dominios conservados mediante CDD-Search (Marchler-Bauer & Bryant, 2004; 
Marchler-Bauer et al., 2009, 2011), arquitecturas de dominios CDART (Geer et al., 2002) 
y familia de proteínas Pfam (Finn et al., 2014). 
3.6 PCR en tiempo real 
La identificación de secuencias de proteínas a través de espectrometría de masas 
permitió reconocer transcritos de ARN mensajero disponibles en la base de datos propia 
de H. symbiolongicarpus, derivada del estudio por RNAseq mencionado en la sección 
anterior. Los cebadores fueron diseñados a partir de las secuencias de ARN utilizando el 
programa Primer3Plus http://primer3plus.com (Untergasser et al., 2012) y la herramienta 
OligoAnalyzer3.1 http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/. Se realizó 
cuantificación relativa por PCR en tiempo real de tres de los transcritos de las secuencias 
identificadas a través de espectrometría de masas. Las muestras se corrieron en el 
equipo LightCycler® 96 Real-Time PCR system - ROCHE utilizando el FastStart 
Essential DNA Green Master – ROCHE. 
 
 4. Resultados y discusión 
4.1 Expresión diferencial de proteínas 
La exposición de las colonias del individuo HWB-29 se realizó con la FPS del lodo 
original base agua marca SWACO. La cantidad de material biológico obtenido luego de la 
exposición a los LDP se observa en la Tabla 4-1, en el caso del control fue necesaria una 
mayor cantidad de tejido dado el diseño de los geles 2D-DIGE. 
Tabla 4-1: Masa biológica por muestra 
Tratamiento Muestra (hpe) Biomasa (mg) 
C Control 927.2 
T1 0 241.6 
T2 3 366.6 
T3 6 300.3 
T4 12 410.5 
T5 24 419.5 
T6 48 476.0 
 
La estabilidad de las proteínas extraídas fue corroborada mediante electroforesis en un 
gel 10% SDS-PAGE discontinuo, para lo cual parte de los precipitados de proteína total 
fueron resuspendidos en la solución de lisis (Figura 4-1). 
 
Figura 4-1: Gel de electroforesis proteína total resuspendida. MW, marcador de peso molecular; C, 
control; T1-6 (0, 3, 6, 12, 24, 48 hpe) 
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Las muestras de proteína total fueron evaluadas en nueve geles 2D-DIGE y cada 
muestra fue corrida por lo menos dos veces (Tabla 3-1). Se detectaron un total de 109 
puntos de proteínas diferencialmente expresadas significativamente (Figura 4-2, Anexo 
A), de los cuales 56 estaban sobre-expresados, 24 estaban subexpresados y 29 
mostraron un comportamiento variable en todos los tiempos post-exposición. De los 56 
puntos sobre-expresados se escogieron 30 para ser analizados por espectrometría de 
masas. En general, a nivel de proteínas, se observa un incremento en sus niveles 
durante las etapas tempranas postexposición (0 – 6 hpe) que recupera su valor basal en 
los tiempos tardíos (12 – 48 hpe) (Figura 4-3). Los puntos extraídos de los geles 2D-
DIGE fueron tratados para purificarlos e identificarlos por espectrometría de masas 
MS/MS MALDI-TOF y correspondieron a los que se ilustran en la Figura 4-3: 7, 8, 18, 22, 
25, 29, 36, 41, 42, 45, 46, 47, 48, 49, 52, 55, 58, 61, 62, 63, 78, 80, 81, 93, 94, 95, 97, 99, 
101, 103. 
 
Figura 4-2: Gel 2D-DIGE Control vs. 0 hpe. 
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Figura 4-3: Expresión diferencial de los puntos de proteínas sobre-expresados. C, control; 1-6 (0, 3, 6, 
12, 24, 48 hpe) 
4.2 Identificación de proteínas sobre-expresadas 
La identificación de las 30 proteínas sobre-expresadas se realizó mediante tres 
alternativas la búsqueda. La primera se hizo frente a la base de datos no redundante de 
proteínas disponible en el NCBI a través del programa licenciado MASCOT (Matrix 
Science), llevada a cabo por Applied Biomics (Hayward, CA, USA). La búsqueda arrojó 
resultados de secuencia homólogas identificadas en otros organismos (Tabla 4-2), 10 de 
las predicciones no corresponden a especies cercanas, mientras 20 predicen proteínas 
similares a aquellas predichas o presentes en otras especies de cnidarios. Dado que no 
se dispone de una base de datos adecuadamente curada de proteínas de cnidarios, se 
realizaron dos alternativas adicionales que incluyen la predicción de secuencia a partir 
del espectro de masas de cada proteína sobre-expresada, estrategia de novo y de 
novo:base de datos. 
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Tabla 4-2: Predicción proteínas por MASCOT. 
 
MW: Peso Molecular; PI: Punto Isoeléctrico; Pep. Count: Número de correspondencias por espectros; 
CI: Porcentaje de confianza  
Spot		
number
7
8
18
22
25
29
36
41
42
45
46
47
48
49
52
55
58
61
62
63
78
80
81
93
94
95
97
99
101
103
											Protein	Name	[Species]	
	Nombre	común	
(Fila,	Clase)	
	Accession	No.	
	Protein	
MW	
	Protei
n	PI	
	Pep.	
Count	
	Protein	
Score		
	Protein	
Score	C.I.%	
	Total	
Ion	Score	
	Total	
Ion	
C.I.%	
Phospholipase	A2	[Urticina	crassicornis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
PA2_URTCR 17,308 7.5 2 22 	0 14 96
Leucine-rich	repeat	protein	soc-2	homolog	[Nematostella	
vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
SHOC2_NEMVE 64,199 6.6 3 22 	0 21 99
PREDICTED:	gelsolin-like	protein	2-like	
[Strongylocentrotus	purpuratus]
Erizo	
(Echinodermata,	
Echinodea)
gi|115891439 41,202 5.1 1 129 100 129 100
PREDICTED:	similar	to	Actin,	non-muscle	6.2	[Hydra	
magnipapillata]
Hidra	(Cnidaria,	
Hydrozoa)
gi|221122242 41,770 5.3 12 514 100 427 100
Probable	tRNA	threonylcarbamoyladenosine	biosynthesis	
protein	[Nematostella	vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
OSGEP_NEMVE 36,964 6.3 2 15 	0 15 96
Tropomyosin-2	[Podocoryne	carnea]
Podocorina	
(Cnidaria,	Hydrozoa)
TPM2_PODCA 29,044 4.6 4 18 	0 	8 84
PREDICTED:	similar	to	14-3-3	protein	B	[Hydra	
magnipapillata]
Hidra	(Cnidaria,	
Hydrozoa)
gi|221116303 28,081 5.0 4 246 100 235 100
Lipoyl	synthase,	mitochondrial	[Nematostella	vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
LIAS_NEMVE 33,111 9.0 2 16 	0 11 94
alanyl-tRNA	synthetase	[Arthrospira	maxima	CS-328]
Bacteria	
(Cyanobacteria,	
Cyanophiceae)
gi|209523613 96,284 5.1 6 67 	0 57 95
peroxiredoxin	VI	[Laternula	elliptica]
Bivalvo	(Mollusca,	
Bivalve)
gi|190360997 25,741 6.9 8 126 100 85 100
peroxiredoxin	VI	[Laternula	elliptica]
Bivalvo	(Mollusca,	
Bivalve)
gi|190360997 25,741 6.9 7 113 100 79 100
peroxiredoxin	VI	[Laternula	elliptica]
Bivalvo	(Mollusca,	
Bivalve)
gi|190360997 25,741 6.9 5 83 96 64 99
3-hydroxyacyl-CoA	dehydrogenase	[Cupriavidus	
taiwanensis	LMG	19424]
Bacteria	
(Proteobacteria,	
Beta	Proteobacteria)
gi|194291333 25,757 8.4 5 114 100 92 100
Mitrocomin	[Mitrocoma	cellularia]
Hiromedusa	
(Cnidaria,	Hydrozoa)
MYTR_MITCE 22,700 5.6 3 23 	0 14 96
chaperonin	subunit	gamma	CCTgamma	[Trichomonas	
vaginalis	G3]
Parásito	
(Metamonada,	
Parabasalia)
gi|123448445 60,625 5.4 11 84 97 23 	0
Branched-chain-amino-acid	aminotransferase	
[Nematostella	vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
BCAT_NEMVE 45,629 8.6 3 26 	2 19 99
PREDICTED:	keratin,	type	I	cytoskeletal	10	isoform	3	[Pan	
troglodytes]
Chimpancé	
(Chordata,	
Mammalia)
gi|114667511 58,244 5.1 15 207 100 128 100
Dynactin	subunit	6	[Nematostella	vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
DCTN6_NEMVE 20,141 7.0 2 21 	0 14 96
Branched-chain-amino-acid	aminotransferase	
[Nematostella	vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
BCAT_NEMVE 45,629 8.6 5 36 91 27 100
PREDICTED:	neurocalcin	homolog	[Nasonia	vitripennis]
Avispa	(Arthropoda,	
Insecta)
gi|156538104 21984.8 5.13 5 158 100 135 100
Annexin-B12	[Hydra	vulgaris]
Hidra	(Cnidaria,	
Hydrozoa)
ANX12_HYDVU 35,087 5.7 4 25 	0 13 94
hypothetical	protein	GCWU000342_00030	
[Shuttleworthia	satelles	DSM	14600]
Firmicute	
(Firmicutes,	
Clostridia)
gi|229827982 70,466 7.3 5 68 	0 58 96
Elongation	factor	Ts,	mitochondrial	[Nematostella	
vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
EFTS_NEMVE 31,881 6.1 9 44 98 	2 29
Luciferin-binding	protein	[Renilla	reniformis ]
Pensamiento	del	
Mar	(Cnidaria,	
Anthozoa)
LBP_RENRE 20,527 4.8 3 29 51 19 98
Heat	shock	70	kDa	protein	[Hydra	vulgaris]
Hidra	(Cnidaria,	
Hydrozoa)
HSP70_HYDVU 71,424 5.7 4 18 	0 10 93
unnamed	protein	product	[Ostreococcus	tauri]
Alga	(Chlorophyta,	
Mamiellophyceae)
gi|308812722 58,288 5.2 3 64 	0 58 97
Dynactin	subunit	6	[Nematostella	vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
DCTN6_NEMVE 20,141 7.0 2 24 	0 18 98
Costars	family	protein	v1g158749	[Nematostella	
vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
COSA_NEMVE 9,345 5.8 1 98 100 93 100
Toxin	CqTX-A	[Chiropsalmus	quadrigatus]
Medusa	(Cnidaria,	
Cubozoa)
CTXA_CHIQU 51,769 8.6 5 21 	0 10 91
Dynactin	subunit	6	[Nematostella	vectensis]
Anémona	(Cnidaria,	
Anthozoa)
	DCTN6_NEMVE	 20,141 7.0 3 18 0 6 85
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La determinación de la secuencia específica en H. symbiolongicarpus se realizó 
mediante las estrategias DN (DeNovoGUI, con dos algoritmos de predicción) y DN:BD 
(Peaks). Las secuencias coincidieron bajo los tres algoritmos empleados en la predicción 
de péptidos y la identificación de proteínas en la base de datos de Hydractinia disponible 
(Tabla 4-3). 
Tabla 4-3: Identificación de secuencias de proteínas de novo y de novo:base de datos.  
 
 
Posterior a la identificación de secuencias en la base de datos predicha de proteínas en 
Hydractinia se determinaron las posibles proteínas homólogas a éstas (Tabla 4-4) con el 
objetivo de caracterizarlas funcionalmente. Mediante BlastP frente a la base de proteínas 
no redundantes del NCBI, se estableció que exceptuando una secuencia, todas son 
similares a aquellas predichas o propias de otras especies de cnidarios. Al comparar los 
resultados con los generados por MASCOT, en casos como los puntos 8, 22, 29, 36, 45, 
46, 47, 48 y 63, se reconocen proteínas con predicciones funcionales similares, lo que 
7
8
18
22
29
41
42
45
46
47
48
49
55
58
62
78
80
81
93
94
95
97
99
101
103
Punto
25
36
52
61
63
Espectro	
identificados
Proporción	
(%)
(-10logP)
Cubrimiento	
(%)
Péptidos
Péptidos	
únicos
cds.comp355205_c0_seq3|m.16016 634 7 3 42.86 106.635 8.36 4 4
comp383250_c0_seq4|m.24321 628 10 2 20.00 117.954 15.76 6 6
cds.comp369669_c0_seq1|m.19241 356 7 3 42.86 136.250 19.38 5 5
cds.comp423257_c0_seq1|m.134635 376 7 2 28.57 136.089 20.21 5 5
cds.comp425267_c1_seq11|m.158038 333 7 - - 108.238 7.51 2 2
comp388403_c0_seq1|m.27029 424 7 2 28.57 - - - -
cds.comp415933_c0_seq5|m.79600 249 7 7 100.00 187.282 36.14 7 7
cds.comp65346_c0_seq1|m.1606 246 7 3 42.86 118.854 24.39 5 3
cds.comp428578_c0_seq1|m.205595 247 7 1 14.29 84.311 12.96 3 1
228 7 3 42.86 119.581 28.07 5 5
228 7 3 42.86 129.822 28.07 5 5
217 7 5 71.43 128.682 23.04 4 4
217 7 6 85.71 145.749 51.61 7 7
217 7 3 42.86 124.097 35.02 5 5
cds.comp410601_c0_seq1|m.56521 255 7 3 42.86 247.622 41.18 7 7
cds.comp406640_c0_seq2|m.46870 265 7 3 42.86 131.614 17.74 4 4
cds.comp428771_c0_seq1|m.205704 212 10 2 20.00 100.765 21.23 4 4
cds.comp304351_c0_seq1|m.10252 222 10 - - 64.150 11.71 2 2
cds.comp393719_c0_seq1|m.30618 209 7 2 28.57 98.127 11.96 2 2
cds.comp410057_c0_seq12|m.54922 209 7 2 28.57 98.127 11.96 2 2
cds.comp65166_c0_seq1|m.1500 291 7 3 42.86 82.167 17.18 4 4
cds.comp357559_c0_seq1|m.16451 119 10 1 10.00 79.709 19.33 2 2
cds.comp357559_c0_seq2|m.16452 136 10 1 10.00 79.709 16.91 2 2
cds.comp304943_c0_seq1|m.10384 181 10 1 10.00 79.709 12.71 2 2
cds.comp306880_c0_seq4|m.10805 159 10 1 10.00 68.488 25.79 2 2
comp372213_c0_seq3|m.20065 182 10 5 50.00 141.171 48.90 6 6
cds.comp428676_c0_seq1|m.205647 192 7 5 71.43 176.824 43.23 7 7
cds.comp421271_c0_seq7|m.115009 192 7 - - 176.824 43.23 7 7
cds.comp305968_c0_seq1|m.10604 223 7 3 42.86 120.459 25.56 5 5
cds.comp428588_c0_seq1|m.205600 157 7 2 28.57 145.171 45.86 5 5
cds.comp408146_c1_seq1|m.50464 471 10 2 20.00 108.831 6.37 2 2
cds.comp305772_c0_seq1|m.10569 127 7 2 28.57 77.667 34.65 3 3
105 7 2 28.57 101.642 24.76 2 2
105 10 3 30.00 96.077 41.90 3 3
- - 10 - - - - - -
- - 7 - - - - - -
cds.comp345248_c0_seq1|m.14453 109 7 2 28.57 129.289 33.94 4 4
cds.comp402501_c0_seq1|m.40816 136 7 1 14.29 73.044 25.00 2 2
cds.comp398789_c0_seq1|m.35333
cds.comp424800_c4_seq21|m.151789
cds.comp172953_c0_seq1|m.4727
DeNovoGUI Peaks
Protreína	H.	symbiolongicarpus
Longitud	
(aa)
Espectros	
totales
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sugiere conservación de dominios entre especies. Las proteínas identificadas se 
clasificaron en 6 grupos funcionales: 1) proteínas regulatorias, 2) del citoesqueleto, 3) de 
homeóstasis redox, 4) involucradas en metabolismo, 5) proteínas de defensa y 
alimentación, y 6) no identificadas o únicas de la especie (Figura 4-4). 
Tabla 4-4. Identificación de secuencias por BlastP del conjunto de novo y de novo:base de datos 
 
Se realizó predicción de dominios y motivos funcionales a través de CDD, CDART y 
Pfam con el objetivo de confirmar la función sugerida por la búsqueda a través de BlastP 
(Tabla 4-5, ver anexo B). Se identificaron regiones en cada secuencia de aminoácidos 
predicha con la estructura esperada, lo que confirma su posible identidad funcional en 
Hydractinia previamente reconocida. La dinámica en la expresión diferencial de las 30 
Puntos
7
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41
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46
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49
58
62
78
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93
94
95
97
99
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63
25
52
55
61
36
48
22
Proteínas	H.	symbiolongicarpus Proteína	Homóloga	[Especie] Max	Score Total	Score Query	Cover E	value Identity Accession	Number
cds.comp355205_c0_seq3|m.16016
PREDICTED:	c-1-tetrahydrofolate	synthase,	
cytoplasmic-like	[Saccoglossus	kowalevskii]
988 988 99% 0 77% XP_002737032.1
cds.comp383250_c0_seq4|m.24321
PREDICTED:	transketolase-like	protein	2-like	
isoform	2	[Hydra	vulgaris]
996 996 99% 0 76% XP_002161809.2
cds.comp369669_c0_seq1|m.19241
PREDICTED:	gelsolin-like	protein	2-like	[Hydra	
vulgaris]
407 407 100% 1.00E-137 54% XP_002155137.2
cds.comp423257_c0_seq1|m.134635
cds.comp424329_c2_seq2|m.146891
cds.comp425267_c1_seq11|m.158038
PREDICTED:	malate	dehydrogenase,	
cytoplasmic-like	[Hydra	vulgaris]
561 561 99% 0 78% XP_002160908.2
cds.comp388403_c0_seq1|m.27029
PREDICTED:	aspartate	aminotransferase,	
mitochondrial-like	[Hydra	vulgaris]
650 650 96% 0 71% XP_002168444.2
cds.comp415933_c0_seq5|m.79600
PREDICTED:	tropomyosin-1-like	isoform	1	
[Hydra	vulgaris]
278 278 95% 2.00E-90 65% XP_002165211.1
cds.comp65346_c0_seq1|m.1606 14-3-3	protein	A	[Hydra	vulgaris ] 349 349 97% 3.00E-118 72% AAN87349.1
cds.comp428578_c0_seq1|m.205595 14-3-3	protein	gamma-like	[Hydra	vulgaris] 343 343 95% 5.00E-116 74% NP_001274309.1
predicted	protein	[Nematostella	vectensis] 374 374 98% 2.00E-127 71% XP_001636473.1
PREDICTED:	3-hydroxyacyl-CoA	dehydrogenase	
type-2-like	[Amphimedon	queenslandica]
338 338 98% 2.00E-113 66% XP_003385670.1
cds.comp406640_c0_seq2|m.46870
PREDICTED:	uncharacterized	protein	
LOC100207073	[Hydra	vulgaris ]
84.3 84.3 82% 2.00E-16 28% XP_002166352.1
cds.comp428771_c0_seq1|m.205704 predicted	protein	[Nematostella	vectensis] 280 280 90% 4.00E-92 66% XP_001624954.1
cds.comp304351_c0_seq1|m.10252
PREDICTED:	glutathione	S-transferase-like	
[Hydra	vulgaris ]
189 189 93% 3.00E-59 47% XP_002158423.1
cds.comp393719_c0_seq1|m.30618
PREDICTED:	glutathione	S-transferase-like	
[Hydra	vulgaris ]
170 170 100% 4.00E-52 40% XP_002158301.1
cds.comp410057_c0_seq12|m.54922
PREDICTED:	glutathione	S-transferase-like	
[Hydra	vulgaris ]
170 170 100% 4.00E-52 40% XP_002158301.1
cds.comp65166_c0_seq1|m.1500
PREDICTED:	uncharacterized	protein	
LOC100208799	[Hydra	vulgaris]
226 226 100% 1.00E-71 42% XP_002167799.2
cds.comp357559_c0_seq1|m.16451 predicted	protein	[Nematostella	vectensis] 141 141 94% 2.00E-42 55% XP_001637520.1
cds.comp357559_c0_seq2|m.16452 predicted	protein	[Nematostella	vectensis] 137 137 92% 2.00E-40 46% XP_001637520.1
cds.comp304943_c0_seq1|m.10384 predicted	protein	[Nematostella	vectensis] 183 183 92% 2.00E-57 47% XP_001637520.1
cds.comp306880_c0_seq4|m.10805
PREDICTED:	transcription	factor	BTF3	homolog	
4-like	[Hydra	vulgaris]
267 267 98% 1.00E-91 87% XP_002156589.1
cds.comp372213_c0_seq3|m.20065
PREDICTED:	uncharacterized	protein	
LOC101238714	[Hydra	vulgaris ]
152 152 59% 4.00E-44 62% XP_004206074.1
cds.comp428676_c0_seq1|m.205647
PREDICTED:	neurocalcin	homolog	[Hydra	
vulgaris]
381 381 98% 2.00E-135 96% XP_002159500.2
cds.comp421271_c0_seq7|m.115009
PREDICTED:	neurocalcin	homolog	[Hydra	
vulgaris]
381 381 98% 2.00E-135 96% XP_002159500.2
cds.comp305968_c0_seq1|m.10604
PREDICTED:	phospholipase	A2-like	[Hydra	
vulgaris]
97.1 97.1 83% 6.00E-24 34% XP_002157393.1
cds.comp428588_c0_seq1|m.205600 predicted	protein	[Nematostella	vectensis] 45.1 45.1 97% 2.00E-06 26% XP_001626001.1
cds.comp408146_c1_seq1|m.50464 predicted	protein	[Nematostella	vectensis] 158 747 53% 3.00E-42 35% XP_001638232.1
cds.comp305772_c0_seq1|m.10569
PREDICTED:	NHP2-like	protein	1-like	[Hydra	
vulgaris]
214 214 100% 7.00E-72 91% XP_002160406.1
- - - - - - - -
- - - - - - - -
cds.comp345248_c0_seq1|m.14453 predicted	protein	[Nematostella	vectensis] 30 30 34% 0.38 39% XP_001631248.1
cds.comp402501_c0_seq1|m.40816 predicted	protein	[Nematostella	vectensis] 27.3 27.3 22% 4.5 33% XP_001636824.1
62% XP_002157650.2cds.comp172953_c0_seq1|m.4727
PREDICTED:	thioredoxin-like	isoform	1	[Hydra	
vulgaris]
132 132 95% 3.00E-40
XP_781570.1
cds.comp398789_c0_seq1|m.35333
PREDICTED:	peroxiredoxin-6-like	[Hydra	
vulgaris]
352 352 100% 3.00E-120 76% XP_002170014.2
cds.comp424800_c4_seq21|m.151789
PREDICTED:	Williams-Beuren	syndrome	
chromosomal	region	27	protein-like	isoform	2	
96.3
cds.comp410601_c0_seq1|m.56521
96.3 64% 1.00E-20 36%
non-muscle	actin	II	[Hydractinia	echinata] 785 785 100% 0 99% ADR10434.1
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proteínas comprende un aumento inmediato luego de la exposición a los LDP que 
disminuye hasta permanecer sobre-expresada luego de 48 hpe (Figura 4-5). 
  
Figura 4-4: Categorización funcional de las secuencias de proteínas identificadas en H. 
symbiolongicarpus 
 
Figura 4-5: Expresión diferencial proteínas predichas en la BD Hydractinia. 
Citoesqueleto Proteínas regulator ias
Proteínas homeóstasis redox M etabolismo
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Tabla 4-3: Predicción de dominios CDD y CDART 
Ptos Genes Dominios 
7 
C-1-
tetrahydrofolate 
synthase, 
cytoplasmic 
 
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic 
taxonomy span: Opisthokonta 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 634 
 
8 
Transketolase-
like protein 2-like 
isoform 2 
 
1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate synthase 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 3 
Total nr sequences: 16213 
 
18 
Gelsolin-like 
protein 2-like 
 
actin-depolymerizing factor 3 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 5188 
 
22 
non-muscle actin 
II 
 
RecName: Full=Heat shock 70 kDa protein 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 98231 
 
25 
malate 
dehydrogenase 
 
Chain A, 1.95 A Resolution Structure Of (r207s,r292s) Mutant Of Malate Dehydrogenase From The Halophilic 
Archaeon Haloarcula Marismortui (holo Form) 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 19845 
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25 
aspartate 
aminotransferase 
 
Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent transferases superfamily protein 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 252824 
 
29 
tropomyosin-1-
like  
This query has no valid domain hit for architecture search 
36 14-3-3 
 
14-3-3 protein sigma 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 3122 
 
41 
42 
Williams-Beuren 
syndrome 
chromosomal 
region 27 
protein-like 
 
ErmCX – Methyl transferase 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 267851 
 
45 
46 
47 
peroxiredoxin-6-
like 
 
peroxiredoxin 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 158914 
 
48 
3-hydroxyacyl-
CoA 
dehydrogenase 
 
short-chain dehydrogenase/oxidoreductase 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 326236 
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49 
uncharacterized 
protein  
52 predicted protein 
 
ATP-dependent protease peptidase subunit 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 23853 
 
52 
55 
glutathione S-
transferase-like  
RecName: Full=Glutathione S-transferase 1 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 2 
Total nr sequences: 44107 
58 
uncharacterized 
protein  
61 
Predicted protein 
 
transcription 
factor BTF3 
homolog 
 
putative transcription factor BTF3 (RNA polymerase B transcription factor 3) 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 1699 
 
62 
uncharacterized 
protein 
 
sulfate adenylyltransferase small subunit CysD 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 77192 
 
63 
neurocalcin 
homolog 
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calcineurin B-like protein 2 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 2 
Total nr sequences: 2285 
 
78 
phospholipase 
A2-like 
 
RecName: Full=Basic phospholipase A2 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 3312 
 
80 Predicted protein 
 
actin-depolymerizing factor 3 
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 5188 
 
81 Predicted protein 
 
93 
NHP2-like 
protein 
 
NHP2 non-histone chromosome protein  
taxonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 7439 
 
94 
95 
thioredoxin-like 
isoform 1 
 
thioredoxin-like 
axonomy span: cellular organisms 
Similarity score: 1 
Total nr sequences: 158914 
 
97 - - 
99 - - 
101 Predicted protein 
 
103 Predicted protein 
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4.2.1 Proteínas asociadas a la homeóstadis redox. 
Cualquier componente incluido en los LDP podría ser potencialmente tóxico para 
Hydractinia y dispararía la expresión de proteínas asociadas a mecanismos de defensa 
frente a esta exposición. Como lo confirma la sobre-expresión diferencial de proteínas, el 
sistema de homeóstasis redox es el principalmente afectado, representado por la 
expresión significativamente mayor de moléculas relacionadas directamente con este 
equilibrio, como la peroxirredoxina (PO), la glutatión s-transferasa (GST), la tiorredoxina 
(TioR) e indirectamente, como la malato deshidrogenasa (MDH). 
 
En las células eucariotas se reconoce ampliamente el papel que juega el glutatión (GSH) 
y su equilibrio frente a su versión oxidada GSSG como un mecanismo de regulación 
redox. El GSH es un péptido conformado por tres aminoácidos (-GluCysGly) que 
reacciona con proteínas o sustancias que permitan la adición a grupos –SH y como 
transportador de electrones para enzimas involucradas en la reducción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS, ion superóxido O2
-, peróxido de hidrógeno H2O2 e ion 
hidóxido OH-). Las ROS se generan de manera endógena durante el proceso de 
respiración aeróbica, sin embargo, su incremento también puede ser ocasionado por la 
presencia de xenobióticos que puedan alterar la estabilidad mitocondrial o servir como 
receptores de electrones que luego son transferidos a moléculas de oxígeno (Herrero et 
al., 2008). 
 
Figura 4-6. Mecanismo enzimático de regulación redox y detoxificación de ROS. Adaptado de Herrero 
et al., 2008 
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Mientras las ROS son reguladas directamente por enzimas como las superóxido 
dismutasas o catalasas, existen dos sistemas adicionales de regulación que se 
diferencian en sustratos: tiorredoxina y glutarredoxina. Las PO (Prx1) y las 
glutarredoxinas actúan como reguladores redox de grupos tiol de cisteínas (-SH) en 
algunas proteínas, utilizando TioR y GSH como agente reductor evitando que éstas sean 
objeto de plegamientos errados y se agreguen por la disminución en el estado reductor 
del citosol (Groitl & Jakob, 2014; Herrero et al., 2008; López-Mirabal & Winther, 2008). 
 
En la anémona N. vectensis, la PO  se ha relacionado con el denominado “defensoma”, 
previniendo la expresión alterada de genes o el daño de biomoléculas por el desequilibrio 
del sistema redox (Goldstone, 2008). La expresión de PO, en particular la PO6, se ha 
considerado como un biomarcador relacionado a la citotoxicidad debida a estrés 
hiperoxidativo por exposición a H2O2 en células HeLa (Kim et al., 2008) y al impacto 
ecosistémico en ostras de la especie Crassotrea gigas al detectarse sobre-expresada en 
niveles de ARNm asociados a estuarios contaminados (David et al., 2007). 
 
La GST no sólo hace parte del sistema de regulación redox sino también se ha 
determinado como una enzima crucial en procesos de detoxificación, dado que participa 
en la catálisis de la adición de GSH a residuos electrofílicos de xenobióticos, lo que 
disminuye su reactividad (Eaton & Bammler, 1999). La exposición a compuestos 
orgánicos como el benzopireno ha mostrado que la actividad de la GST y catalasa se 
incrementa en adultos, mientras el nivel de –SH libre aumenta en larvas de los corales 
Porites astreoides y Pocillopora damicornis, por lo cual resulta relevante como 
biomarcador de estrés oxidativo (Farina et al., 2008; Vijayavel et al., 2012). 
 
Estudios de expresión diferencial basada en microarreglos en el pez plano Platichthys 
flesus también mostró el mismo comportamiento frente a la exposición a cadmio, sobre-
expresión de la red de sistemas de regulación redox, incluyendo la TioR, PO, GST, 
HSP70 (Sheader et al., 2006)  
 
En general, el sistema redox en Hydractinia se altera debido a la exposición a LDP, 
aumentando proteínas clave en su regulación (Figura 4-7). Siendo los grupos de parejas 
tioles/disulfuro (tioredoxinas, GSH/GSSG, Cys/CysSS) cruciales en el proceso de 
homeóstasis, su desequilibrio determinaría el control de procesos como la señalización 
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redox, proliferación celular, apoptosis, estabilidad del ADN hasta señalización hormonal. 
Considerando éstos puntos como nodos en las estrategias de señalización entre 
citoplasma, núcleo y mitocondria, el desbalance en el flujo de electrones ocasionará la 
activación de factores de transcripción que podrían estar aumentando la expresión de 
proteínas asociadas a estos ciclos (Kemp et al., 2008). 
 
Como parte de los sistemas de regulación redox el cofactor NADH/NAD+ hace parte 
fundamental de éstos a través de la oxidación o reducción, respectivamente. Existe un 
equilibrio entre la razón de los cofactores entre el citosol, la mitocondria y el núcleo. Dado 
que estos transportadores de electrones no pueden ser intercambiados entre organelos y 
el citosol, este balance se mantiene a través del intercambio de malato y aspartato 
mediante la acción de la malato deshidrogenasa o la aspartato aminotransferasa (Bakker 
et al., 2001). Por lo anterior, dada una sobre-expresión de cualquiera de estas enzimas, 
se contribuye al aumento del cofactor reducido que al final funcionará como parte de la 
regulación redox como respuesta a la exposición (Figura 4-7). 
 
Figura 4-7: Sistemas tiorredoxina y glutarredoxina en citoplasma/núcleo (izquierda) y mitocondria 
(derecha) Adaptado de Kemp et al., 2008. Trx, tiorredoxina; Prx, peroxirredoxina; Grx, glutarredoxina; Gpx, 
glutatión peroxidasa; TrxR, tiorredoxina reductasa; Cyt c, citocromo c; Ask1, quinasa reguladora de la señal 
de apoptosis; PT, poros de transición permeable; NDH, NADH deshidrogenasa. Las terminaciones en flecha 
representan flujo de electrones, terminaciones en barra no requieren de éste. 
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La proteína de choque térmico HSP70, puede ser considerada también como un 
biomarcador dado que se ha reportado como parte del “defensoma” en Nematostella por 
su sobre-expresión (Goldstone, 2008). Esta chaperona ha sido identificada en el pez 
rosado Pagrus auratus como parte del mecanismo de defensa contra LDP de base 
sintética (Bakhtyar & Gagnon, 2012) y a la exposición a cobre o a dispersantes oleosos 
en el coral Montastrea franksi (Venn et al., 2009). 
 
Las parejas GSH/GSSG se distribuyen en el citosol, mitocondrias, retículo 
endoplasmatico y el núcleo. La razón entre estas dos especies favorece a la forma 
reducida en estado fisiológico adecuado cumpliendo diversas funciones en cada 
compartimento. En el núcleo, protege las proteínas frente a ROS o daños ocasionados 
en el ADN. En la mitocondria, preserva la integridad de las proteínas y lípidos, así como, 
controla la regeneración de ROS. Al igual que GSH/GSSG existe compartimentalización 
de las enzimas involucradas en el balance redox (PO, GST, TioR) (Circu & Aw, 2010). 
 
El NADPH es crucial en la reducción de GSSG y tiorredoxina-SS, funcionando como un 
cofactor fundamental en la regeneración de las especies reducidas y la conversión 
NAD(P)+/NAD(P)H. Se ha reportado el incremento en la vía de síntesis de pentosas 
fosfato a través de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa para la síntesis de este cofactor. Lo 
anterior podría explicar la sobre-expresión de moléculas identificadas como trancetolasa 
y c1-tetrahidrofolato sintasa, ambas relacionadas con la vía de las pentosas fosfato para 
la generación del cofactor (Circu & Aw, 2008, 2010). 
4.2.2 Proteínas reguladoras y apoptosis 
El desbalance en la homeóstasis redox está directamente ligado con el desarrollo del 
proceso apoptótico. La disminución progresiva de GSH activa los receptores de muerte 
celular como la señalización derivada del daño mitocondrial. A través de la vía de las 
MAPK, se activan JNK (c-Jun N-terminal kinase) y p38, gracias a la digresión de la 
proteína reguladora de la apoptosis ASK asociada a la TioR como un sensor redox. La 
activación de JNK genera la liberación del citocromo c de la mitocondria que finalmente 
activaría la vía de apoptosis por caspasas. JNK también señaliza a través de factores de 
transcripción mediada por AP-1(Circu & Aw, 2008, 2010). 
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La apoptosis ocasionada por el desequilibrio de la homeóstasis redox favorecería la 
sobre-expresión de proteínas asociadas como las identificadas en Hydracitinia: la 
subunidad ß del proteosoma y el factor de transcripción BTF3 (Basic Transcription Factor 
3). Esto sugiere que la sobre-expresión de estas proteínas estaría relacionada con el 
proceso de degradación de proteínas a través de proteosoma y su correcto ensamblaje 
(De et al., 2003) o debido al fenómeno de apoptosis (Kusumawidjaja et al., 2007). 
 
Finalmente, la NHP2 (non histone chromosome protein 2 like) que está asociada a la 
síntesis o procesamiento de ARNr, interactúa con Rad17 en el nucleólo, la cual es una 
proteína de chequeo del estado adecuado del ADN (daño o duplicación incompleta del 
ADN). Así, Rad17 está directamente ligado a los procesos de proliferación celular y 
desarrollo que pueden verse interrumpidos por la unión con NHP2 (Budzowska et al., 
2004; Chang, 1999). 
 
Así mismo, la 14-3-3 podría ser relevante debido a que está involucrada en un vasto 
número de procesos celulares como la síntesis de proteínas, interacción con miembros 
de la cascada de apoptosis mediada por Bcl-2, metabolismo, organización del 
citoesqueleto y la señalización de calcio (Pauly et al., 2007). Además de funcionar como 
andamio para favorecer la interacción entre diversas proteínas, la fosforilación de la 14-3-
3 mediada por JNK  permite la liberación de Bax , completando así el ciclo de apoptosis 
sugerido por la no regulación redox basada en la caspasas asociadas a citocromo y se 
relaciona directamente con la interacción entre ASK y otras MAPK de respuesta a estrés 
(Porter et al., 2006; Tsuruta et al., 2004). 
4.2.3 Proteínas del citoesqueleto 
El último bloque de proteínas sobre-expresadas está relacionado con los componentes 
del citoesqueleto como gelsolina, actina no muscular, tropomiosina y neurocalcina. Las 
Gelsolinas son proteínas que son reguladas por calcio, pH, fosforilación y 
fosfoinositoides. Interactúan directamente con los filamentos de actina definiendo sus 
patrones de ensamblaje al acoplarse a los extremos positivos para impedir su 
subsiguiente polimerización. Así mismo favorecen el rompomiento de filamentos 
asociados a incrementos en la concentración de calcio, por lo cual se relacionan 
directamente con los procesos de movilidad y fagocitosis (Silacci et al., 2004). También 
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se han visto involucradas en la apoptosis al ser sustrato de la caspasa 3. Su rompimiento 
deja como producto la región N terminal que acelera los cambios morfológicos derivados 
del proceso de apoptosis. Se ha reportado que en células mesangiales expuestas a 
cadmio incrementan la actividad de unión a la actina que normalmente es regulada por la 
calcio calmodulina kinasa, produciendo una despolimerización de monómeros asociada a 
la hidrólisis de la proteína (Apostolova et al., 2006; Liu & Templeton, 2013). Para las 
proteínas adicionales no se reportan asociaciones directas con exposiciones a 
xenobióticos o metales pesados. En general, lo que ocurre en este bloque está 
relacionado con la reestructuración morfológica (actina y tropomiosina) de las células 
dado que se habría iniciado la apoptosis asociada a la exposición a los LDP. 
4.3 Expresión diferencial PCR en tiempo real 
Ciertamente la espectrometría de masas permite identificar proteínas individuales y 
analizar sus dinámicas involucradas en fenotipos particulares de espacio y tiempo. Con el 
objetivo de comparar y proponer una estrategia de medición o monitoreo, se diseñaron 
cebadores para las secuencias de ácidos nucleicos correspondientes a los genes de las 
proteínas determinadas (ver anexo B). 
 
Se diseñaron parejas de cebadores para 11 genes que se encontraron sobreexpresados 
en el análisis de proteómica: Gelsolina (Gel), 14-3-3, Peroxirredoxina 6 (PO), subunidad 
ß proteosoma (ProB), HSP70, Tropomiosina (Trp), Neurocalcina (NCal), hidroxiacil CoA 
deshidrogenasa (HCoA), Tiorredoxina (TioR), Glutatión Transferasa1-5 (GST), Non-
Histone choromosome protein 2 (NHP) y non-actin muscle (NA). Se evaluaron diferentes 
temperaturas para determinar la temperatura de anillaje óptima para amplificación por 
qPCR. Como se muestra en la Figura 4-6, cada pareja de cebadores amplificó el 
producto esperado en al menos una temperatura. En el caso del gen para la gelsolina se 
debió probar otra pareja de cebadores dado que se evidenció la amplificación de dos 
productos, uno inespecífico y otro correcto en las primeras pruebas, mientras que la 
segunda pareja amplificó un solo producto. 
 
En el caso de la glutatión transferas (GST) se diseñaron un total de 5 parejas de 
cebadores, una para cada isoforma identificada en la base de datos de proteínas 
disponible para Hydractinia. De acuerdo a los gradientes de amplificación, el primer Gst1 
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no funcionó, sin embargo, las otras 4 isoformas amplificaron adecuadamente el producto 
predicho. 
 
 
Figura 4-8: Gradiente de amplificación por PCR para genes predichos 
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Se sintetizó ADNc a partir de ARN extraído y tratado con DNAsa para eliminar cualquier 
tipo de material genómico y se realizó el análisis de expresión diferencial por PCR en 
tiempo real a 60°C por 40 ciclos. Se tomó como normalizador el gen de Actina y 
calibrador el tratamiento no tratado de 48 horas sin exposición. A nivel general, se 
determinó que hay una disminución en la expresión de los transcritos de ARN de los 
genes amplificados luego de la exposición a los lodos de perforación petrolera. Posterior 
a esta subexpresión, la cantidad de ARN aumenta y se mantienen sobre-expresados los 
genes hasta las 48 hpe (Figura 4-7). 
 
Figura 4-9: Expresión diferencial de genes seleccionados frente a la expresión del control. Gen de 
Actina como normalizador. G5, glutatión transferasa 5; Gel2, gelsolina; ProB, subunidad de proteosoma B; 
TioR, tiorredoxina; TrpM, tropomiosina 
El análisis de expresión diferencial determinado por PCR en tiempo real y el derivado de 
2D-DIGE no concuerdan en cuanto a sus cambios de expresión con respecto al control. 
Sin embargo, las metodologías no son comparables desde el punto de vista de 
sensibilidad y precisión de cada estrategia. Una de las explicaciones son los tiempos de 
vida media de cada molécula que difieren para cada, como la relación entre sus tasas de 
producción/degradación. En el caso de células de mamíferos, mientras se producen dos 
copias de transcritos de ARN por hora, la tasa de producción de proteínas puede llegar a 
docenas por transcrito generado en una hora (Vogel & Marcotte, 2012). 
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Inclusive, se asegura que las abundancias de proteínas resultan ser más informativas y 
conservadas entre especies distantes que lo que puedan ser los transcritos de ARN, lo 
que podría estar relacionado con mecanismos preservados que aseguran la traducción 
de proteínas dada la labilidad del ARN. Aún más, entre levaduras, nematodos y 
Drosophila, el coeficiente de correlación de Spearman resulta ser mayor al comparar 
proteínas que al comparar ARN (Laurent et al., 2010; Vogel & Marcotte, 2012). Dada la 
conservación de las abundancias de proteínas entrés especies tan divergentes como H. 
sapiens y S. cerevisiae, se propone considerar un proteoma esencial eucariótico, lo que 
podría estar asociado a un estado fisiológico de prevención en caso de perturbaciones 
(Weiss et al., 2010). 
 
En análisis de perfiles de expresión en 23 líneas humanas, mediante microarreglos de 
ARN y proteínas, sólo un 50% de las comparaciones entre ambas moléculas tuvieron 
cercanos cambios de expresión, con índices de Spearman superiores a 0.445 (Gry et al., 
2009). Por su parte, al analizar perfiles generados por microarreglos y 2D western-blot en 
adenocarcinomas de pulmón resultó que sólo un 17% de los puntos de proteínas 
mostraron correlación significativa al compararlo con análisis de ARN (Chen, 2002). 
 
Lo anterior puede definir que existen mecanismos de regulación traduccional que 
permiten la expresión diferencial considerable en proteínas, mientras la expresión de 
ARN se ve limitada pero responde posteriormente como mecanismo para estabilizar la 
producción de proteínas. Se puede asegurar adicionalmente que la sobre-expresión 
observada a nivel de ARN puede ser útil en el caso de monitorear el impacto tóxico que 
los LDP puedan generar a las colonias de Hydractinia, considerando a cada transcrito 
como posible marcador tóxico. 
 
Finalmente, no puede obviarse el hecho que en el análisis de proteínas es un estudio a 
gran escala, no sesgado ni específico hacia algún marcador en particular. Caso 
totalmente diferente a los análisis derivados de qPCR donde se direcciona el análisis 
específico hacia un marcador en particular. Lo anterior también confirma que la 
comparación directa entre metodologías no es apropiada. 
 
 5. Conclusiones y perspectivas 
5.1 Conclusiones 
La exposición a lodos de perforación petrolera genera en Hydractinia la activación de dos 
posibles fenómenos. Uno, la metabolización del xenobiótico a través de la vía de 
importación y conjugación con grupos tiol (-SH) para su posterior eliminación. Dos, el 
desequilibrio de la homeóstasis redox en las células, que finalmente puede terminar en 
apoptosis si se supera el umbral de disminución de las especies reducidas como GSH. 
Lo anterior permite concluir que la exposición a LDP, independientemente de la vía de 
acción, genera estrés oxidativo sobre el cnidario que eventualmente modifica los 
patrones de superviviencia y estado fisiológico (Figura 5-1). 
 
Figura 5-1. Modelo de expresión diferencial asociado a la exposición a LDP en Hydractinia 
symbiolongicarpus 
Como en muchos otros organismos, el balance de las especies GSH/GSSG y 
tioredoxina/tioredoxinaSS determina la expresión diferencial de diversas proteínas 
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asociadas a la homeóstasis redox, así como los procesos de retención del ciclo celular y 
apoptosis. El citosol es un sistema que es principalmente reductor, por lo que cualquier 
cambio que genere un desbalance en la razón de especies reducidas/oxidadas podría 
significar un vía de señalización o si resulta ser suficientemente significativo podría 
incentivar el proceso de muerte celular. 
 
Así, se detectaron proteínas como GST, PO y TioR, sobre-expresadas frente a la 
exposición a LDP, cruciales en el mantenimiento de este balance y que estarían 
determinando la supervivencia del organismo a través de la comunicación entre los 
nichos redox (citosol, mitocondria y núcleo) que al final desencadenarían la modificación 
de proteínas del citoesqueleto y de las asociadas a degradación de proteínas a través de 
proteosoma. 
 
Un aumento en las especies ROS también estaría afectando la supervivencia celular al 
tener un efecto directo sobre el material genético. Se estarían ocasionando daños en 
éste, lo que detendría el ciclo celular a través de las proteínas de chequeo (ciclinas y 
quinasas dependientes de ciclinas). Es el caso de la NHP2 que inhibiría a Rad17, por lo 
cual no podría realizarse una señalización eficiente sobre los daños ocasionados en el 
ADN y por ende el ciclo celular se vería limitado. 
 
La sobre-expresión de las proteínas involucradas en el intercambio Maleato/Aspartato 
(M/A) se relaciona con un impacto sobre el balance NADH/NAD+ entre citosol y 
mitocondria. Dado que este cofactor no puede atravesar la membrana interna de la 
mitocondria, la modificación del sistema M/A estaría indicando que la estabilidad redox se 
ha visto afectada por la presencia de los LDP y es necesario reestablecer el equilibrio. 
 
Por su parte, el metabolismo de xenobióticos involucra a las GST, enzimas encargadas 
de marcar a través de –SH para una posterior oxidación que permitiría su conjugación 
para eliminación de la sustancia “inhabilitada”. 
 
En conjunto, Hydractinia estaría reaccionando frente a un desbalance redox en las 
células aumentando la abundancia de proteínas asociadas a esta regulación, de la mano 
del sistema de metabolización de xenobióticos y un posible arresto celular. Dependiendo 
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del nivel de incremento de ROS o del desequilibrio redox, el organismo estaría 
respondiendo frente a dos estrategias diferentes, mantener la estabilidad celular o 
comenzar el proceso de muerte celular. 
 
Según muestran los perfiles de expresión diferencial, hay un aumento considerable de 
todas estas proteínas, luego disminuyen pero permanecen sobre-expresadas luego de 
48hpe. Por lo anterior, es posible que inmediatamente y en tiempos tempranos, la 
exposición ocasiona que el organismo entre en procesos de apoptosis que luego, en 
tiempos tardíos disminuyen para comenzar la recuperación celular. 
5.2 Perspectivas 
5.2.1 Análisis del sistema redox en Hydractinia 
Resulta fundamental analizar todas las proteínas involucradas en el proceso de 
regulación redox, con miras a afinar la expresión diferencial asociada a la exposición a 
LDP. Dado que se cuenta la base de datos de RNAseq es posible obtener las secuencias 
completas, clonarlas, expresarlas y realizar anticuerpos específicos para rastrear los 
cambios en la expresión a nivel de proteínas. 
 
Así mismo, sería necesario ampliar el análisis a más de un individuo para de esta manera 
confirmar los cambios en la expresión de proteínas que se observa como resultado de la 
exposición a LDP. 
5.2.2 Extrapolación del uso de biomarcadores 
La determinación de los marcadores asociados a la exposición a LDP podrían ser usados 
como alternativa para el monitoreo en tiempo real de especies cercanas a los sitios de 
perforación, como una medida de control sobre el impacto o posibles fugas de los lodos 
en comunidades marinas. Dado que Hydractinia es una especie presente sólo en el 
hemisferio norte, sería necesario buscar posibles ortólogos a las proteínas determinadas 
y realizar estudios in vitro y en campo para demostrar le efectividad de éstos como 
biomarcadores útiles en la evaluación del impacto sobre las comunidades. 
 

 A. Anexo A: Geles bidimensionales de 
expresión diferencial 2D-DIGE 
 
Figura A-1: Imágenes 2D-DIGE, expresión diferencial. C: Control, 1-6: 0, 3, 6, 12, 24 y 48 hpe. 
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 Figura A-1 (Continuación): Imágenes 2D-DIGE, expresión diferencial. C: Control, 1-6: 0, 3, 6, 12, 24 y 48 
hpe. 
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 Figura A-1 (Continuación): Imágenes 2D-DIGE, expresión diferencial. C: Control, 1-6: 0, 3, 6, 12, 24 y 48 
hpe. 
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 Figura A-1 (Continuación): Imágenes 2D-DIGE, expresión diferencial. C: Control, 1-6: 0, 3, 6, 12, 24 y 48 
hpe. 
 
 
Figura A-2: Fusión imágenes Cy3 y Cy5 2D-DIGE para comparaciones pareadas. C: Control, 1-6: 0, 3, 6, 
12, 24 y 48 hpe. 
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Figura A-2 (Continuación): Fusión imágenes Cy3 y Cy5 2D-DIGE para comparaciones pareadas. C: 
Control, 1-6: 0, 3, 6, 12, 24 y 48 hpe. 
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Figura A-2 (Continuación): Fusión imágenes Cy3 y Cy5 2D-DIGE para comparaciones pareadas. C: 
Control, 1-6: 0, 3, 6, 12, 24 y 48 hpe. 
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Figura A-2 (Continuación): Fusión imágenes Cy3 y Cy5 2D-DIGE para comparaciones pareadas. C: 
Control, 1-6: 0, 3, 6, 12, 24 y 48 hpe. 
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Figura A-2 (Continuación): Fusión imágenes Cy3 y Cy5 2D-DIGE para comparaciones pareadas. C: 
Control, 1-6: 0, 3, 6, 12, 24 y 48 hpe. 
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Tabla A-1: Razón en la expresión de proteínas de geles 2D-DIGE. C: Control, 1-6: 0, 3, 6, 12, 24 y 48 hpe. 
 
 
 
 
Assigned 
Spot#
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
P 
value
Av. Ratio: 
1 / C
P 
value
Av. Ratio: 
2 / C
P 
value
Av. Ratio: 
3 / C
P 
value
Av. Ratio: 
4 / C
P 
value
Av. Ratio: 
5 / C
P 
value
Av. Ratio: 
6 / C
0.00 -1.33 0.00 -1.36 0.02 -1.09 0.04 1.07 0.79 -1.01 0.99 1.00
0.00 -1.34 0.00 -1.40 0.00 -1.05 0.01 1.05 0.91 -1.00 0.05 1.02
0.01 1.20 0.00 1.30 0.07 1.11 0.00 1.16 0.00 1.10 0.00 1.13
0.01 1.29 0.00 1.37 0.00 1.17 0.00 1.18 0.00 1.15 0.00 1.14
0.00 1.23 0.00 1.39 0.00 1.10 0.00 1.15 0.02 1.04 0.00 1.10
0.00 -1.41 0.05 -1.33 0.04 -1.23 0.18 -1.13 0.62 -1.05 0.06 -1.21
0.00 1.40 0.00 1.44 0.00 1.28 0.00 1.10 0.00 1.17 0.00 1.16
0.00 1.51 0.00 1.30 0.00 1.18 0.34 1.03 0.57 -1.02 0.10 1.06
0.04 1.23 0.00 1.31 0.18 1.13 0.02 1.21 0.32 1.07 0.03 1.18
0.00 1.39 0.00 1.31 0.01 1.16 0.00 1.52 0.00 1.38 0.01 1.20
0.67 1.03 0.05 1.20 0.41 1.06 0.00 1.54 0.02 1.26 0.02 1.25
0.04 1.26 0.16 1.17 0.70 1.03 0.41 1.08 0.68 1.04 0.89 -1.02
0.75 -1.04 0.01 -1.51 0.45 -1.09 0.56 1.05 0.22 1.13 0.67 1.04
0.00 1.47 0.08 1.22 0.03 1.17 0.43 -1.05 0.54 1.04 0.89 -1.01
0.00 -1.36 0.00 -1.51 0.00 -1.21 0.01 -1.09 0.42 -1.03 0.06 -1.03
0.00 -1.38 0.00 -1.63 0.00 -1.34 0.26 -1.05 0.05 1.07 0.01 -1.10
0.00 -1.23 0.00 -1.53 0.00 -1.28 0.01 -1.13 0.47 -1.02 0.02 -1.09
0.00 1.95 0.00 1.61 0.00 1.34 0.01 1.16 0.00 1.26 0.00 1.25
0.00 -1.34 0.00 -1.87 0.00 -1.26 0.01 -1.16 0.00 -1.11 0.00 -1.17
0.00 -1.44 0.00 -1.88 0.00 -1.37 0.00 -1.19 0.00 -1.12 0.00 -1.23
0.01 1.46 0.11 1.15 0.20 1.11 0.92 1.00 0.61 1.04 0.19 -1.12
0.00 1.72 0.00 1.39 0.01 1.31 0.01 1.28 0.00 1.49 0.02 1.26
0.00 -1.33 0.00 -1.60 0.00 -1.24 0.08 -1.07 0.13 1.04 0.07 -1.05
0.03 1.31 0.05 1.25 0.14 1.18 0.23 1.13 0.50 1.07 0.83 -1.02
0.00 1.76 0.11 1.20 0.36 1.09 0.47 1.10 0.25 1.13 0.14 1.17
0.00 -1.47 0.01 -1.42 0.06 -1.23 0.42 -1.08 0.49 -1.07 0.10 -1.19
0.00 -1.63 0.00 -1.18 0.35 -1.04 0.41 -1.03 0.20 -1.06 0.05 -1.10
0.00 1.72 0.02 1.41 0.01 1.33 0.11 1.14 0.07 1.17 0.07 1.17
0.00 2.04 0.00 1.84 0.00 1.56 0.00 2.29 0.00 2.28 0.00 1.74
0.00 1.48 0.01 1.09 0.77 -1.01 0.00 -1.15 0.17 1.04 0.03 -1.07
0.00 1.57 0.00 1.31 0.15 1.07 0.14 -1.07 0.02 1.13 0.40 -1.04
0.00 -1.75 0.00 -1.95 0.00 -1.34 0.00 -1.26 0.01 -1.15 0.00 -1.21
0.00 -1.72 0.00 -1.74 0.00 -1.29 0.00 -1.34 0.01 -1.14 0.00 -1.32
0.00 -1.41 0.00 -1.31 0.06 -1.11 0.00 -1.22 0.00 -1.18 0.00 -1.23
0.00 1.48 0.00 1.24 0.00 1.19 0.05 1.08 0.06 -1.08 0.21 -1.04
0.00 1.59 0.00 1.46 0.00 1.24 0.00 1.29 0.00 1.29 0.00 1.20
0.01 1.45 0.00 1.52 0.12 1.16 0.87 1.01 0.38 -1.10 0.14 -1.17
0.00 -1.37 0.00 -1.58 0.00 -1.40 0.01 -1.19 0.10 -1.09 0.01 -1.18
0.00 -1.43 0.00 -1.68 0.01 -1.27 0.03 -1.17 0.35 -1.06 0.03 -1.19
0.16 -1.10 0.00 -1.59 0.12 -1.10 0.00 -1.37 0.12 1.09 0.01 -1.26
0.00 1.53 0.00 1.33 0.00 1.66 0.00 1.26 0.00 1.49 0.00 1.34
0.00 1.93 0.00 1.81 0.00 2.14 0.00 1.48 0.00 1.52 0.00 1.49
0.00 1.37 0.00 1.14 0.00 1.34 0.96 1.00 0.00 1.34 0.00 1.26
0.00 1.37 0.00 1.12 0.00 1.26 0.97 -1.00 0.00 1.25 0.00 1.33
0.00 1.56 0.00 1.42 0.00 1.53 0.00 1.11 0.00 1.33 0.00 1.32
0.00 1.77 0.00 1.63 0.00 1.68 0.00 1.17 0.00 1.36 0.00 1.37
0.00 2.58 0.00 2.09 0.00 1.90 0.03 1.17 0.00 1.41 0.00 1.38
0.00 1.59 0.00 1.60 0.00 1.53 0.08 1.17 0.01 1.30 0.01 1.31
0.00 2.73 0.00 2.65 0.00 2.14 0.18 1.19 0.05 1.34 0.17 1.20
0.72 -1.04 0.01 -1.43 0.88 -1.02 0.00 -1.53 0.37 1.09 0.17 -1.14
0.00 1.52 0.00 1.60 0.00 1.51 0.00 1.14 0.00 1.27 0.00 1.52
0.00 1.56 0.00 1.64 0.00 1.54 0.01 1.29 0.00 1.45 0.00 1.33
0.02 1.32 0.00 1.55 0.00 1.65 0.00 1.45 0.01 1.42 0.00 1.48
0.00 1.46 0.00 1.30 0.00 1.42 0.29 1.02 0.00 1.35 0.00 1.39
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Tabla A-1 (Continuación): Razón en la expresión de proteínas de geles 2D-DIGE. C: Control, 1-6: 0, 3, 6, 
12, 24 y 48 hpe. 
 
 
Assigned 
Spot#
P 
value
Av. Ratio: 
1 / C
P 
value
Av. Ratio: 
2 / C
P 
value
Av. Ratio: 
3 / C
P 
value
Av. Ratio: 
4 / C
P 
value
Av. Ratio: 
5 / C
P 
value
Av. Ratio: 
6 / C
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
0.00 1.72 0.00 1.56 0.00 1.55 0.12 1.06 0.00 1.35 0.00 1.51
0.00 2.09 0.00 1.96 0.00 1.81 0.27 1.04 0.00 1.41 0.00 1.54
0.00 1.55 0.00 1.71 0.11 1.23 0.95 -1.01 0.07 1.22 0.05 1.32
0.01 1.61 0.00 1.65 0.10 1.31 0.05 1.31 0.06 1.28 0.01 1.48
0.00 1.90 0.00 1.64 0.00 1.89 0.69 1.03 0.07 1.27 0.06 1.24
0.00 -1.60 0.00 -1.49 0.01 -1.29 0.01 -1.26 0.00 -1.55 0.00 -1.41
0.01 1.20 0.00 1.31 0.00 1.28 0.50 -1.03 0.01 1.15 0.01 1.20
0.00 1.49 0.00 1.53 0.00 1.42 0.00 1.21 0.05 1.12 0.01 1.15
0.00 2.05 0.00 1.98 0.00 3.19 0.00 1.71 0.00 1.78 0.00 2.01
0.00 -1.37 0.00 -1.58 0.10 -1.12 0.00 -1.40 0.02 -1.16 0.00 -1.73
0.00 -1.29 0.00 -1.49 0.02 -1.16 0.00 -1.59 0.01 -1.19 0.00 -1.52
0.00 2.20 0.00 1.94 0.00 1.95 0.44 -1.09 0.02 1.34 0.02 1.37
0.24 1.09 0.00 1.61 0.36 1.06 0.02 1.21 0.59 1.05 0.01 1.29
0.00 1.34 0.01 1.20 0.00 1.60 0.23 1.07 0.02 1.15 0.02 1.16
0.00 -1.58 0.00 -1.41 0.00 -1.30 0.00 -1.37 0.00 -1.24 0.11 -1.10
0.07 -1.57 0.29 -1.23 0.01 -1.77 0.02 -1.72 0.08 -1.54 0.24 -1.26
0.00 -1.54 0.00 -1.31 0.00 -1.29 0.00 -1.20 0.00 -1.50 0.02 -1.14
0.00 -1.95 0.00 -1.86 0.00 -1.53 0.00 -1.49 0.58 1.01 0.00 -1.24
0.00 -1.28 0.01 -1.27 0.00 -1.22 0.00 -1.36 0.00 -1.46 0.00 -1.50
0.00 -1.66 0.00 -1.37 0.00 -1.24 0.00 -1.34 0.96 -1.00 0.02 -1.08
0.00 2.02 0.00 1.53 0.03 1.23 0.93 1.00 0.37 1.05 0.01 1.22
0.00 1.73 0.00 1.49 0.00 1.63 0.01 -1.28 0.01 1.26 0.22 1.08
0.00 2.07 0.00 1.71 0.00 1.70 0.10 -1.13 0.00 1.54 0.00 1.35
0.00 2.50 0.00 2.64 0.00 2.42 0.00 1.35 0.00 1.55 0.00 1.87
0.00 1.81 0.00 1.61 0.00 1.57 0.11 1.13 0.30 1.11 0.01 1.34
0.00 2.75 0.00 2.31 0.00 2.03 0.00 1.41 0.00 1.43 0.00 1.77
0.00 2.41 0.00 2.03 0.00 2.03 0.00 -1.49 0.00 1.86 0.05 1.20
0.00 1.61 0.00 1.50 0.02 1.33 0.93 -1.01 0.01 1.29 0.01 1.32
0.00 2.89 0.04 2.19 0.01 2.09 0.78 -1.04 0.04 1.30 0.05 1.33
0.00 1.46 0.00 1.57 0.00 1.33 0.01 -1.12 0.80 1.01 0.01 1.12
0.00 1.99 0.00 1.69 0.00 1.73 0.97 1.00 0.00 1.44 0.02 1.28
0.01 2.15 0.12 1.48 0.19 1.37 0.88 -1.08 0.97 -1.01 0.80 1.02
0.00 2.71 0.00 1.89 0.00 2.11 0.01 -1.19 0.00 1.45 0.00 1.14
0.01 2.79 0.01 2.99 0.06 1.97 0.59 1.11 0.43 1.23 0.30 1.32
0.00 -1.75 0.00 -1.63 0.00 -1.47 0.00 -1.53 0.00 -1.40 0.00 -1.41
0.01 -1.36 0.01 -1.45 0.01 -1.38 0.00 -1.48 0.01 -1.40 0.01 -1.39
0.00 -1.15 0.00 -1.37 0.00 -1.24 0.00 -1.18 0.20 -1.05 0.03 -1.08
0.00 1.28 0.02 1.29 0.01 1.55 0.10 1.13 0.00 1.34 0.00 1.22
0.00 2.31 0.00 2.16 0.00 2.16 0.00 1.37 0.00 1.90 0.00 1.99
0.00 1.58 0.00 1.41 0.00 1.48 0.01 1.12 0.00 1.42 0.00 1.41
0.00 2.13 0.00 2.02 0.00 2.01 0.00 1.27 0.00 1.68 0.00 1.70
0.00 1.98 0.00 1.95 0.00 1.97 0.00 1.40 0.00 1.55 0.00 1.47
0.00 4.61 0.00 4.10 0.00 3.45 0.00 1.67 0.00 2.24 0.00 2.38
0.00 2.66 0.00 2.81 0.00 2.48 0.00 1.40 0.00 1.72 0.00 1.76
0.00 2.83 0.00 2.81 0.00 2.50 0.01 1.56 0.00 1.39 0.00 1.64
0.00 2.00 0.00 1.84 0.00 2.00 0.02 1.23 0.00 1.52 0.00 1.68
0.00 3.07 0.00 2.86 0.00 2.62 0.02 1.67 0.10 1.37 0.06 1.41
0.00 3.40 0.00 3.22 0.00 2.77 0.01 1.37 0.00 2.39 0.00 2.02
0.00 1.91 0.00 2.04 0.00 1.82 0.31 1.06 0.00 1.39 0.00 1.60
0.00 1.77 0.00 1.87 0.00 1.62 0.20 1.07 1.54 1.95
0.00 4.21 0.00 5.10 0.51 1.64 0.80 -1.08 0.44 -1.32 0.85 -1.11
0.00 2.14 0.00 2.20 0.03 1.51 0.33 1.14 0.53 1.11 0.02 1.50
0.00 1.74 0.00 1.82 0.00 2.30 0.08 1.22 0.00 1.49 0.00 1.48
0.00 2.74 0.00 2.71 0.00 3.24 0.90 1.01 0.12 1.35 0.01 2.31
0.01 1.83 0.02 1.59 0.00 2.64 0.08 1.75 0.28 1.18 0.17 1.27
 B. Anexo B: Identificación de secuencias y 
dominios, qPCR 
Tabla B-1: Dominios predichos Pfam 
 
 
7
22
29
36
42
48
49
58
62
78
80
93
94
95
97
99
101
103
45	46	
47
41
25
18
8
Pto
81
63
61
55
52
Start End Start End From To
FTHFS 	Formate--tetrahydrofolate	ligase 	Family CL0023 15 634 16 633 2 556 557 859 9.50E-259
Transketolase_N Transketolase,	thiamine	diphosphate	binding	domain 	Domain CL0254 16 296 18 273 3 269 333 265.4 5.30E-79
Transket_pyr 	Transketolase,	pyrimidine	binding	domain 	Domain CL0254 321 486 322 483 2 173 178 127.5 3.70E-37
Transketolase_C 	Transketolase,	C-terminal	domain 	Domain n/a 499 620 500 620 1 124 124 76.5 1.60E-21
Gelsolin 	Gelsolin	repeat 	Domain CL0092 55 136 63 135 12 75 76 53.5 1.40E-14
Gelsolin 	Gelsolin	repeat 	Domain CL0092 177 246 184 244 12 73 76 42.9 2.80E-11
Gelsolin 	Gelsolin	repeat 	Domain CL0092 279 353 283 352 6 75 76 38.4 6.90E-10
Actin 	Actin 	Family CL0108 3 376 4 376 2 393 393 538.2 7.30E-162
Ldh_1_N 	lactate/malate	dehydrogenase,	NAD	binding	domain	(shorten) 	Family CL0063 5 153 6 152 2 140 141 121.7 1.90E-35
Ldh_1_C 	lactate/malate	dehydrogenase,	alpha/beta	C-terminal	domain	(shorten) 	Domain CL0341 156 331 156 330 1 173 174 141 3.00E-41
Tropomyosin 	Tropomyosin 	Family CL0452 12 246 13 244 2 234 237 170.4 3.10E-50
14-3-3 	14-3-3	protein 	Domain n/a 3 239 4 238 2 235 236 335.1 1.50E-100
Methyltransf_31 	Methyltransferase	domain 	Domain CL0063 71 221 73 196 3 126 152 47.4 1.40E-12
DUF924 	Bacterial	protein	of	unknown	function	(DUF924)	(shorten) 	Family n/a 49 240 49 238 1 186 188 187.5 1.80E-55
Methyltransf_31 	Methyltransferase	domain 	Domain CL0063 71 221 73 196 3 126 152 47.4 1.40E-12
AhpC-TSA 	AhpC/TSA	family 	Domain CL0172 4 139 5 137 2 122 124 116.9 4.20E-34
1-cysPrx_C 	C-terminal	domain	of	1-Cys	peroxiredoxin 	Domain n/a 159 198 159 195 1 37 40 43 2.40E-11
adh_short 	short	chain	dehydrogenase 	Domain CL0063 6 181 7 178 2 164 167 86.8 1.50E-24
- - - - - - - - - - - - -
Proteasome 	Proteasome	subunit 	Domain CL0052 12 194 15 191 7 187 190 131.4 2.30E-38
GST_N 	Glutathione	S-transferase,	N-terminal	domain	(shorten) 	Domain CL0172 18 90 19 89 2 75 76 41.5 1.10E-10
GST_C 	Glutathione	S-transferase,	C-terminal	domain	(shorten) 	Domain CL0497 97 209 133 207 20 93 95 43.4 2.40E-11
GST_N 	Glutathione	S-transferase,	N-terminal	domain	(shorten) 	Domain CL0172 5 77 6 76 2 75 76 47.9 1.10E-12
GST_C 	Glutathione	S-transferase,	C-terminal	domain	(shorten) 	Domain CL0497 72 198 118 194 20 91 95 37.7 1.50E-09
- - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - -
NAC 	NAC	domain 	Family n/a 36 93 36 92 1 57 58 83 7.60E-24
Usp 	Universal	stress	protein	family 	Domain CL0039 8 180 10 180 4 140 140 95.5 3.00E-27
EF-hand_1 	EF	hand 	Domain CL0220 64 92 66 90 3 27 29 28.9 3.70E-07
EF-hand_7 	EF-hand	domain	pair 	Domain CL0220 100 173 100 171 1 64 66 53.6 1.70E-14
Phospholip_A2_2 	Phospholipase	A2 	Family n/a 85 198 85 195 1 97 100 104.6 2.10E-30
Cofilin_ADF 	Cofilin/tropomyosin-type	actin-binding	protein	(shorten) 	Domain CL0092 10 154 16 154 7 127 127 52.8 3.20E-14
CBM_14 	Chitin	binding	Peritrophin-A	domain 	Domain CL0155 165 214 165 211 1 47 53 39.1 4.90E-10
CBM_14 	Chitin	binding	Peritrophin-A	domain 	Domain CL0155 219 270 219 270 1 53 53 42.2 5.60E-11
CBM_14 	Chitin	binding	Peritrophin-A	domain 	Domain CL0155 291 341 291 337 1 47 53 37 2.20E-09
CBM_14 	Chitin	binding	Peritrophin-A	domain 	Domain CL0155 345 396 345 396 1 53 53 47 1.70E-12
Ribosomal_L7Ae 	Ribosomal	protein	L7Ae/L30e/S12e/Gadd45	family	(shorten) 	Domain CL0101 20 113 22 110 4 92 95 89.6 6.90E-26
Thioredoxin 	Thioredoxin 	Domain CL0172 3 103 6 102 4 103 104 101 2.40E-29
Thioredoxin 	Thioredoxin 	Domain CL0172 3 103 6 102 4 103 104 101 2.40E-29
- - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - - -
E-valueFamily Description Entry	Type Clan
Envelope Alignment HMM
HMM
Bit	
score
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Tabla B-2: Cebadores diseñados para evaluación exprsión diferencial qPCR 
 
Genes
>A3S18-FqGel1 >A3S18-FqGel2
GATCACAACGTGGGGGTAAG GATGCAGATGGCAGTCTTGA
>A3S18-RqGel1 >A3S18-RqGel2
TCAAGACTGCCATCTGCATC TGGTGTTTCGGTCTTGTTCA
>A4S22-qNActF1 >A4S22-qNActF2
ATCACCATTGGCAACGAACG ACGTCCAGCCAAATCCAAAC
>A4S22-qNActR1 >A4S22-qNActR2
ACAAGACAGTGTTGGCGTAC GGAAACGGAACAGTTTTCGC
>A6S29-qTropoF1 >A6S29-qTropoF2
AGAGAACGAAACAGCTGGTG AGCAGAGCGAAAACTGGTTG
>A6S29-qTropoR1 >A6S29-qTropoR2
TTCGGCTTTCGCTTGTGTTC GCTCTTCTGCATTTCGCTCTTC
>A7S36_Fq14-1 >A7S36_Fq14-2
TATGTTGCAGCCACTGAAGC AAGCCGCTCAGAATTTAGCA
>A7S36_Rq14-1 >A7S36_Rq14-2
GCAATTGCCTTATCAAATGCT AGCTTCAGATTCAGAGGTCCA
>A10S45-FqPO1 >A10S45-FqPO2
TGGACCAGATGCAAAACTCA GCACAGAAACTTGCACCAGA
>A10S45-RqPO1 >A10S45-RqPO2
GTACCACCATGGCTTCATCC GAGGCATACCAGCTTTGTCC
>A3S48-qHCoAF1 >A3S48-qHCoAF2
ATCAATACAGCCAGCGTTGC AAAGAGGTCAGGCTGCTTACTC
>A3S48-qHCoAR1 >A3S48-qHCoAR2
TGCACCTTTTCAGGAAGACC GGAAACGGAACAGTTTTCGC
>A15S52-FqPro1 >A15S52-FqPro2
CACGGTGGTGCAAATTATGT GACACGACCAACTTTGCTGA
>A15S52-RqPro >A15S52-RqPro2
TCCATAACCATGAGCAGCAA CCATGAGCAGCAAAAGGAAC
>A16S55-Gst-1For >A16S55-Gst-1Rev
TGAATATTTTGCATCAGA TTCCGGATAGGAGTCCA
>A16S55-Gst-2For >A16S55-Gst-2Rev
CAACAAGGAACTATCCGACGAAC CCAAATACGCTGCGTAGGC
>A16S55-Gst-3For >A16S55-Gst-3Rev
TAAGTTACTCAAGACAGCTA CTTTAATACCGAGTAGGGGT
>A16S55-Gst-4For >A16S55-Gst-4Rev
AAGACCGCTAATGATGGAAA ATTGCTTCTATTGACCCTACG
>A16S55-Gst-5For >A16S55-Gst-5Rev
ACATAAGAAGACGAAGTATGAT GTCCAAATACGTTGGGTAGACTT
>A20S63-qNCalF1 >A20S63-qNCalF2
CGTGGTACGTTGGAACAGAAAC TGGTACCGAGGTTTTCTGAAGG
>A20S63-qNCalR1 >A20S63-qNCalR2
GCTTTTCTGGCGTTGATTCG TCGATTCTACCGTCACCATTGG
>A24S93-qNHPF1 >A24S93-qNHPF2
TATTGTGATGGCTGCGGATG GAGCTAATGAGGCCACAAAAGC
>A24S93-qNHPR1 >A24S93-qNHPR2
CCTTCGTTTATCGTCACAGCAC CACGTCCCAAAGCTTGCTTG
>B1S94_FqHsp1 >B1S94_FqHsp2
TGAGCAAAGGTGCGATACAC GGTTCCACTCGTATCCCAAA
>B1S94_RqHsp1 >B1S94_RqHsp2
TGCAGTTTCAATGCCAAGAG TGCAGTTTCAATGCCAAGAG
>qTioF1 >qTioF2
TTGAGGCAATGCAAGCTGAC AGGCAATGCAAGCTGACTTC
>qTioR1 >qTioR2
TTTCTTCACTGGCACCAACC GCAAGGGCTTGAAGCTTTTG
Tiorredoxina
5	ISOFORMAS	POSIBLES
PRIMERS
Peroxirredoxina	
6
Hidroxiacil-CoA	
Deshidrogenasa
Non-Histone	
choromosome	
protein	2	NHP2
HSP70
Neurocalcina
Glutatión	S-
Transferasa
Subunidad	ß	
Proteosoma
14/03/03
Actina	no	
muscular
Tropomiosina
Gelsolina
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